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Die Bestimmung der Aminosauren in den Samen 
von Parkia biglobosa durch Chromatographie 
an Harzsaulen 
Von 
F. Busson, J. Perisse, P. Jaeger 
Aus dem Laboratoire de Recherches du Service de Santé Colonial, Parc du Pharo, Marseille 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Juli 1957) 


Parkia biglobosa, eine im tropischen Afrika verbreitete Mimosacee, 
wird von den Eingeborenen hochgeschitzt; die Samen werden von ihnen 
iiberallhin mitgenommen und sind wahrscheinlich von den Sklaven auch 
in Zentralamerika und den Antillen eingefiihrt worden. 


Heckel! schrieb dariiber: ,,Les indigénes considérent le Houlle (Parkia b.) 
le Baobab et le Kola comme des présents du ciel; ils admettent en effet, ceux tout 
au moins qui pratiquent la religion de Mahomet, que ces trois arbres, de premiére 
utilité pour eux, ont été introduits en Afrique par le Prophéte lui-méme.“ 

Parkia biglobosa ist ein Baum mit einer riesigen Schirmkrone, an der zahl- 
reiche kugelférmige purpurrote Bliiten hangen. Lange Schoten, die ein gelbes und 
siiBes Mehl von angenehmem Geschmack enthalten, folgen den Bliiten. Die vom 
Mehl umgebenen Samen dienen zur Bereitung verschiedener Speisen, so des ,,Sum- 
bala‘‘, wértlich der ,,Stinkende“‘*. Es ist eine Art Kise, von dem Schweinfurth? 
sagte, ,,da8 man einen afrikanischen Rachen besitzen miisse, um den absonderlichen 
Geschmack dieses Gemisches ertragen zu kénnen‘‘’. In Anbetracht der bekannt 
eiweiBarmen Ernihrung der Neger Afrikas ist die Wertschaitzung der eiweiBreichen 
und wohlfeilen Samen dieser Pflanze verstiindlich. Eine Reihe von Forschern*#4 
hat sich schon mit Parkia biglobosa beschiaftigt, eine ausgezeichnete Arbeit stammt 
von Crete?. 

Im Rahmen systematischer Untersuchungen tiber die Ernahrung 
der Eingeborenen Afrikas bestimmten wir die Aminosauren der Kotyle- 


donen, die den eBbaren’ Teil der Parkia darstellen. 


Methodik 


Die Kotyledonen der aus Togo stammenden Samen wurden nach dem bei den 
Eingeborenen iiblichen Verfahren gewonnen. Man kochte die mit Wasser eben be- 


1 KE. Heckel, Bull. Soc. geogr. Marseille 11, 241 [1887]. 

2 G. Schweinfurth, Au cur de l'Afrique de 1868 4 1871. Franzés. Uber- 
setzung von Loreau; Band 1, S. 238. Verlag Hachette, Paris 1876. 

3 M. Adanson, Histoire naturelle du Sénégal S. 94, Verlag Bauche, Paris 
1757. : 

4 M. Park, Travels in interior of Africa, Bd. 2, S8.:113; Verlag Bryan Edward, 
London 1799. 

5 L. Crete, Le Parkia africana et quelques autres Parkia de 1’ Afrique Tropi- 
cale. Dissertat. Paris 1910. Verlag Declume, Lons-le Saunier 1910. 
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deckten Samen bis zum fast vélligen Verdampfen des Wassers und wiederholte 
diesen Vorgang. Dann wurden die Samen in kaltem Wasser mit der flachen Hand 
gerieben und mit Wasser gespiilt. Nach Zugabe von Sand wurde die Operation 
wiederholt. Die Reste anhaftender Samenhaut wurden durch Reibung des Samens 
an einer Korbwand entfernt. Man spiilte und beendigte den Arbeitsgang, indem 
man die Samen einzeln zwischen Daumen und Zeigefingern rieb und an der Sonne 
trocknete. 
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Abb. 1. 








050 Abb. 1 u. 2. Chromatogramme der Kotyledonen- 
Hydrolysate (Leucin-Aquiv.). 
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Die Bestimmung der Aminosiiuren erfolgte durch Chromatographie an Dowex- 
50-Harzsiulen nach Moore und Stein‘, angepafit an die Analyse von Nahrungs- 
mitteln, ohne die Eiweifstoffe vorher zu isolieren; den auch von uns genau be- 
folgten Arbeitsgang haben Schram, Dustin, Moore und Bigwood’ in allen 
Einzelheiten beschrieben. Uber die Bestimmung von Tryptophan und Cystein, die 
bei der Saiurehydrolyse ganz bzw. gréBtenteils zerstért werden, soll spiter be- 
richtet werden. 


6 §. Moore und W. Stein, J. biol. Chemistry 192, 663 [1951]. 
7 E. Schram, J. P. Dustin, S. Moore u. E. J. Bigwood, Analyt. chim. 
Acta [Amsterdam] 9, 149 [1953]. 
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Ergebnisse 


Gehalt an: Wasser 10,3°%, Gesamtprotein (N x 6,25) 45,1% (feucht), 
50,17°% (trocken). 


Aminosiuregehalt der getrockneten Kotyledonen von Parkia biglobosa, berechnet 
nach Abb. 1 und 2. Die eingeklammerten Ziffern in der letzten Spalte sind die 
entsprechenden Werte beim Hiihner-Vollei. 








 0/ % des Gesamt- 

78 stickstoffs 
Asparaginsiure ..... 4,53 9,0 
Mhreonin . < ... « oe 1,68 3,4 (4,2) 
Rerieeetas) Lois oo Saree 2,56 5,1 
Glutaminséure. ..... 9,37 18,6 
io) pitts ees 4,87 9,7 
GIN GIG . 16, we ce i cae 2,34 4,7 
BUNA oli fe eS 2,72 5,4 
er ee frees 2,94 5,9 ‘(7,8) 
Methionin. ....... 0,79 1,6 (3,1) 
BROIGNGID 6-5. 6. et ca: 2,42 4,8 (6,8) 
RESGUIR rea) es ee ee 4,01 8,0 (8,3) 
aroun se BLAM : 2,51 5,0 
Phenylalanin . ..... 3,08 6,1 (5,8) 
U1 CSS er ahem a 3,57 Gel (6,7) 
Heung ee 1,49 3,0 (2,3) 
PPR a a? ef es vss es 3,49 6,9 (6,9) 











Die Analysenergebnisse zeigen, dai die Kotyledonen von Parkia 
biglobosa einen fir ein pflanzliches Protein recht gut ausgeglichenen 
Gehalt an den wichtigsten Aminosiuren aufweisen. 


Zusammenfassung 


Die Kotyledonen von Parkia biglobosa weisen einen recht gut aus- 
geglichenen Gehalt an den wichtigsten Aminosiuren auf. 


Summary 


The cotyledons of parkia biglobosa contain a very well balanced 
amount of the essential amino acids. 


1* 








Uber extrem niedrigen Gehalt 
an histochemisch nachweisbarer Phosphorylase 
im Hirn neugeborener Ratten* 
Von 
Reinhard Friede** 


Aus der Neurochirurgischen Universitaitsklinik Freiburg i. Br. 
Direktor: Prof. Dr. T. Riechert 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Juli 1957) 


Die von Takeuchi und Kuriaki! ausgearbeitete histochemische 
Nachweismethode fiir Phosphorylase beruht auf der Modglichkeit, 
Glykogen aus Glucose-l-phosphat mit Hilfe von Phosphorylase zu 
synthetisieren?. Wahrend damit an Muskel, Knorpel, Osophagus und 
GefaiBen eine histochemische Darstellung von Phosphorylaseaktivitat 
moglich war, war an Leber- und Hirngewebe kein Erfolg zu erzielen. 
Wir haben -kiirzlich zeigen kénnen*, das sich die Phosphorylaseaktivitat 
im Hirngewebe histochemisch sehr gut darstellen 1a8t, wenn man diinne, 
frische, nicht gefrorene Gewebescheibchen unter bestimmten Bedin- 
gungen in Cori-Ester inkubiert, das Gewebe anschlieBend fixiert, histo- 
logisch aufarbeitet und das Glykogen histochemisch nachweist. 

Im Rahmen systematischer Untersuchungen tiber die postnatalen, 
histochemischen Reifungsvorginge des Rattenhirns wurde der zunachst 
iiberraschende Befund erhoben, dafi sich im Hirn der neugeborenen 
Ratte keine bzw. nur in einzelnen Regionen eine schwache Phosphory- 
laseaktivitat nachweisen laBt; diese nimmt erst allmahlich nach der 
Geburt zu. Dieser Befund wird hier mitgeteilt. 


Methodik 


Moglichst diinne, frische, nicht gefrorene Hirnscheibchen legt man 3 Stdn. 
bei 36—40° in folgende Lésung: 


Glucose-1-phosphat 6%, Glykogen 0,1%, 
Monojodacetat 0,259%, Adenylsiure 1%. 


Das als Starter erforderliche Glykogen* hat nach unseren Erfahrungen infolge 
der geringen Konzentration keinen Einflu8 auf den Nachweis. Monojodacetat 
begiinstigt durch Blockierung der Glykolyse des Cori-Esters die Reaktion wesent- 


* Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
** Neue Anschrift: 5764 Access Road Dayton 3, Ohio, USA. 

1 T. Takeuchi u. H. Kuriaki, J. Histochem. 3, 1953 [1955]. 
2 W. Kiessling, Biochem. Z, 302, 50 [1939]. 

3 R. Friede, Arch. Psychiatrie u. Z. Neurol. 195, 325 [1956]. 
4G. T. Cori u. C. F. Cori, J. biol. Chemistry 135, 733 [1940]. 
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lich, Adenylséure (die nach Takeuchi und Kuriaki durch ATP ersetzt werden 
kann) dient als Aktivator der Phosphorylase. Das Gewebe wird anschlieBend so 
rasch wie méglich fixiert, in Paraffin eingebettet und das synthetisierte Glykogen 
mit der Perjodsiure-Leukofuchsin-Technik histochemisch dargestellt. 

Kontrollversuche und weitere methodische Einzelheiten wurden bei der Ver- 
offentlichung der Technik ausfiihrlich beschrieben*. Durch Kontrolle des Reak- 
tionsproduktes einerseits (Diastaseprobe u.a.), andererseits durch Abgrenzung 
der Reaktion mittels anderer Hexosephosphate (negative Reaktion mit allen 
anderen Hexosephosphaten des Embden-Meyerhofschen Abbaues) hat sich ergeben, 
daB die beschriebene Reaktion einen streng spezifischen, histochemischen Phos- 
pliorylasenachweis darstellt. 


Ergebnisse 


Das Hirn neugeborener Ratten erwies sich besonders in den ersten 
3 Tagen nach der Geburt als auBerordentlich arm an freier Phosphorylase. 
In den folgenden Tagen steigt die Aktivitaét allmahlich innerhalb von 
etwa 20 Tagen an. 

Die relativ stiirkste Reaktion bei den neugeborenen Tieren zeigen 
die Meningen und in der Medulla oblongata die Ependymkeile. Auf- 
fallend ist, daB die Habenula schon zu diesem Zeitpunkt eine starke 
Reaktion aufweist, wihrend graue Substanz sonst praktisch immer 
negativ bleibt. 

An zweiter Stelle in der Intensitaét der Aktivitét kommen einzelne 
Fasersysteme, deren Axone in bestimmter Reihenfolge innerhalb der 
ersten 2 Wochen allmiéhlich Phosphorylaseaktivitét aufweisen. Die 
Fasersysteme sind dabei in der negativen Umgebung fast elektiv, wie 
bei einer Achsenzylinderfairbung dargestellt. Das Auftreten der Phos- 
phorylase entspricht der zeitlichen Aufeinanderfolge der Markreifung ; 
die Axone zeigen jedoch schon einige Tage, bevor die Myelinisation ein- 
setzt, Phosphorylaseaktivitat. 

Die graue Substanz reagiert, wie erwahnt, in den ersten Tagen 
iiberwiegend negativ, nur die Randzonen des Scheibchens, die, diffu- 
sionsbedingt, immer besonders stark reagieren, kénnen positive Reaktion 
zeigen. Besonders hier kann man dann auch einzelne positive Ganglien- 
zellen erkennen. 

Gegenitiber der beschriebenen, allgemein sehr niedrigen Phospho- 
rylaseaktivitaét 1i8t sich im Hirn des erwachsenen Tieres regelmaBig 
starke Aktivitét nachweisen. Besonders intensiv reagiert die weibe 
Substanz, wihrend das Verhalten der grauen Substanz etwas schwankt: 
im GroBhirn- und im Kleinhirncortex ist die Zwischensubstanz positiv, 
wihrend die Nervenzellk6rper teils stark positiv, teils negativ reagieren. 
Es scheint sich dabei um besondere Zustandsformen der Zellen zu 
handeln (chromophile Zellen, die mit den phosphorylasepositiven zu- 
sammenfallen), die sich z. T. erst waihrend der Inkubation entwickeln. 
Eine kurze Ubersicht iiber die Verteilung der Phosphorylaseaktivitat im 
Nervensystem wurde bei der Beschreibung der Technik zusammen- 
gestellt. 
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Diskussion 


Bereits Sundberg? hat bei histochemischen Untersuchungen tiber 
den Glykogengehalt menschlicher Féten nur in bestimmten Teilen des 
Nervensystems (Plexus chorioideus, Deckplatten, Ependymkeile, Rand- 
schleier, N. opticus) Glykogen nachweisen kénnen. Die vorliegenden 
Ergebnisse zeigen dariiber hinaus, daB auch die Phosphorylaseaktivitit 
gering ist, so daB offenbar Glykogen in geringerem Umfang synthetisiert 
werden kann. 

Es scheint uns sehr unwahrscheinlich, da die Starke der Substrat- 
bindung bei den Ergebnissen eine Rolle spielt. Denn bei der (sehr 
schonenden) Behandlung der Proben zeigte sich die positive Reaktion 
immer scharf, meist auch mit ganz scharfen Ubergiingen (z. B. bei den 
Ependymkeilen), ohne Zeichen von Diffusionsvorgingen. Wie wir friiher 
zeigten, reichen geringfiigige Eingriffe, wie Einfrieren oder Anfertigen 
von Schnitten aus, um die Aktivitat, médglicherweise durch Lockerung 
der Substratbindung, zum Verschwinden zu bringen. Auch Diffusions- 
verhaltnisse, die bei diesem Vorgehen der Inkubation in Scheibchen 
besonders zu beachten sind, diirften keine Rolle spielen, da die Struktur 
des neugeborenen Hirns erheblich lockerer ist, als die des erwachsenen. 
Nach den Befunden an Nervenzellen kénnten allerdings spezifische 
Aktivierungs- oder Inaktivierungsprozesse eine Rolle spielen. 

Die geringe- Phosphorylaseaktivitét ist bemerkenswert, da sie im 
Widerspruch zu der eher lebhaften embryonalen Glykolyse steht. 
Wahrend der Reifung des Hirnes tritt eine caudo-craniale Verschiebung 
der Intensitaét der anaeroben Glykolyse ein®. Ob sie absolut gesteigert 
oder etwas vermindert ist, ist nicht eindeutig ermittelt’. 

Moéglicherweise laBt sich der geringe Gehalt an freier Phosphorylase 
und der geringe Glykogengehalt mit einer postnatalen Ausreifung des 
Stoffwechsels der Glucosephosphate erkliiren. Denn die Fructose des em- 
bryonalen Blutes® wird von der unspezifischen Hirnhexokinase sofort zu 
Fructose-6-phosphat phosphoryliert, so da die Glucosephosphate tiber- 
sprungen werden. Ein weiterer, in diesem Sinne sprechender Befund ist 
der von Laqueur®, daB die Leber von Neugeborenen (ahnlich wie bei 
Glykogenspeicherkrankheit) Glykogen nicht rasch postmortal glykoly- 
siert, sondern tagelang unverandert hilt; offenbar auf Grund eines 
Mangels an Glucose-6-phosphatase. Auch dieser Befund spricht fir eine 
geringere Bedeutung des Glykogenstoffwechsels bei Neugeborenen. 


5 C.Sundberg, Z. Anatomie 73, 168 [1924]. 
6 A.Chesler u. H. E. Himwich, Amer. J. Physiol. 142, 541 [1944]. 
7 A.Geiger u. J. Magnes, Biochem. J. 33, 866 [1939]; D. B. Tyler u. 
A. van Harreveld, Amer. J. Physiol. 186, 600 [1942]; H. E. Himwich, A. P. 
Bernstein, H.Herrlich, A.Chesler u. J. F. Fazekas, ebenda 135, 387 
[1941/42]. 
8 J.8. D. Bacon u. D. J. Bell, Biochem. J. 42, 397 [1948]. 
9 W. Laqueur, Bull. Fac. Med. Istanbul 12, 223 [1949]. 
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Zusammenfassung 


Mit Hilfe einer histochemischen Reaktion auf Phosphorylase wird 
vefunden, daB der Gehalt an freier Phosphorylase des Hirns neugeborener 
Ratten gering ist und — in den verschiedenen Strukturen verschieden 
rasch — postnatal ansteigt. Dies wird auf eine spiitere Ausreifung des 
{lykogenstoffwechsels zuriickgefiihrt, méglicherweise im Zusammenhang 
mit der Umgehung der Glucosephosphate im embryonalen Fructose- 
stoffwechsel. 


Summary 


The free phosphorylase content of the brain of newborn rats has 
been investigated by a histochemical technique. The content is small 
and shows a postnatal increase, the rate of increase varying among the 
different structures. This effect is attributed to delayed maturation of 
the glycogen metabolism probably connected with the by-passing of 
glucose phosphate in the embryonic fructose metabolism. 
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Die Aufnahme von “Ca in Zahnkeimen von Hunden 
in vitro* 
Von 
Oskar Eichler, Ilse Appel**, T. K. Wadhwani*** und Reinhold Ritter 


Aus dem Laboratorium der Chirurgischen Klinik (Leiter Prof. Dr. O. Eichler) und der Klinik fiir 
Mund-, Zahn- und Kieferkrankheiten (Direktor: Prof. Dr. R. Ritter) der Universitat Heidelberg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Juli 1957) 


Die am gesunden Hund ausgefiihrten Versuche mit **PO,1 und 45Ca? 
hatten ergeben, daB der Schmelz einen sehr viel trigeren Stoffwechsel 
zeigt, sowohl bei der Aufnahme als auch bei der Abgabe der Mineralien. 
Es gab Argumente dafiir, daB die auBeren Schichten des Schmelzes 
weniger permeabel sind und das darunter liegende Gewebe nur mit 
starker Verzégerung den Konzentrationsschwankungen in der Umgebung 
zu folgen vermag. Erfolgen die Konzentrationsschwankungen in der Um- 
gebung rasch, dann werden sie also kaum in der Zusammensetzung der 
Mineralien widergespiegelt. Diese Frage sollte hier durch Versuche in 
vitro gepriift werden. 


Allgemeine Methodik 


Die Zahnkeime von etwa 3 Monate alten Hunden wurden nach Tétung der 
Hunde durch Evipaniiberdosierung priipariert, die Oberflaiche sorgfaltig gereinigt 
und unter verschiedenen Bedingungen in einer mit *°Ca versehenen Ringerlésung 
(0,85% NaCl, 0,015% CaCl,, 0,01% KCl, 0,01°, NaHCO,) im Thermostaten bei 37° 
geschiittelt. Stets wurden Ober- und Unterkieferzihne gesondert behandelt und die 
rechte mit der linken Seite verglichen. Nach Ablauf von 4 Stdn. wurden die Zaihne 
4mal in dest. Wasser gewaschen, um anhaftende aktive Lésung zu entfernen. Da- 
nach wurden sie getrocknet, so daB ein Minimum von nachtraglicher Aktivitats- 
verschiebung iibrig blieb. 

Das weitere Verfahren deckte sich mit dem in unseren bisherigen Arbeiten 
beschriebenen!»?, Die eine Fliche der Zihne wurde mit Wachs abgedeckt, von der 
anderen die einzelnen Schichten, insgesamt 8 Schichten, mit n/2-H,SO, abgelést 
und analysiert. Durch Bestimmung der Oberfliiche konnten die spezifischen Aktivi- 
titen, die das Ausma8 des Ionenaustausches widerspiegeln, nach einer einfachen 
Umrechnung der erhaltenen Analysen im Raum angeordnet wiedergegeben werden. 

Auch die éuBere Lésung wurde auf Ca und Aktivitit am Ende des Versuchs 
analysiert. Der Ca-Gehalt hatte sich innerhalb der Analysenfehler nicht geandert. 


* Die Experimente wurden durch die Hilfe der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft erméglicht. Wir méchten ihr fiir die immer bereite Unterstiitzung 
unseren Dank aussprechen. 

** Als Assistentin der Stiftung fiir Krebs- und Scharlachforschung. 

*** Stipendiat der Humboldtstiftung des deutschen Volkes. 
1 QO. Eichler, I. Appel u. R. Ritter, Dtsch. zahnirztl. Z. 8, 605 [1953]. 
2 O. Eichler, I. Appel u. R. Ritter, diese Z. 302, 142 [1955]. 
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I. Diffusion in frischen und getrockneten Zahnkeimen 


Methodik: Von den Zihnen wurde die eine Hialfte frisch nach der Priparation 
in den Thermostaten gegeben, die andere erst mehrere Tage bei Zimmertemperatur 
getrocknet. Vier solcher Doppelversuche wurden ausgefiihrt, die stets das gleiche 
Resultat ergaben. 


Resultate 


Den Verlauf der Kurven von zwei Doppelversuchen zeigt Abb. 1, 
aus der der Vergleich zwischen Schmelz und Dentin sowie zwischen 
frischen und getrockneten Zihnen ersichtlich ist. Die Trocknung hat 
jedenfalls fiir die Permeabilitait keine Bedeutung gehabt. Das zeigt sich 
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Abb. 1. Abszisse: Spezif. Aktivitaét = Impulse/mg Ca der Analyse. 
Ordinate: Schichtdicke in ww von der Oberfliche gerechnet. I: Schmelz frisch, 
II: Schmelz trocken, III: Dentin frisch, IV: Dentin trocken. 


noch deutlicher in der verbliebenen Restaktivitat der umspiilenden 
Lésung von 8293 Impulsen pro mg Ca fiir die frischen, von 7730 fiir 
die getrockneten Zahne. Dieser Befund hat uns spatere Versuche er- 
leichtert. 

Auch hier in vitro sehen wir eine hohere Aktivitaét in der duBersten 
Schicht des Dentins (der Pulpahéhle benachbart) gegeniiber dem Schmelz, 
wenn der Unterschied auch nur einen Bruchteil gegeniiber den Verhilt- 
nissen in vivo betragt. Das Wichtigste scheint uns aber der allgemeine 
Verlauf zu sein, indem die Aktivitét des Dentins schnell abstiirzt und 
bald unter die des Schmelzes sinkt. 

Eine verminderte Permeabilitat der iuBersten Schicht beim Schmelz, 
wie aus den Versuchen in vivo versuchsweise vermutet wurde, kommt 
nicht in Frage. 

Der Unterschied kann nur in dem eigentlichen DiffusionsprozeB ge- 
sucht werden. Dabei kénnen wir ihn als rein statistisch bedingt auffassen 
und wollen uns bei unseren Modellen auf den eindimensionalen Raum 
beschranken, was den Verhiltnissen auch deshalb durchaus entsprechen 
wiirde, als nur die obersten Schichten betroffen sind und der Kriimmungs- 
radius nur an einzelnen Stellen relativ klein ist. Die Korperform ist 
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mathematisch nicht zu erfassen. Deshalb bedeutet es keine Beschrankung, 
wenn wir zuerst einmal den Diffusionsraum sich bis ins Unendliche er- 
strecken lassen. 

Die zustindige partielle Differentialgleichung* 


ac 2c 
a oz ") 
(C = Konzentration, x = Strecke, D = Diffusionskoeffizient, t = Zeit) 
kann unter obigen Randbedingungen durch die Quellenfunktion 
z? 
& e 4Dt (2) 
VabDt 


als partikulares Integral gelést werden (Diffusion erfolgt nur nach einer 
Seite). Dabei ist die Gesamtaktivitaét zur Zeit ¢ = 0 in einer schmalen 
Schicht beix = 0 so zusammengefaBt gedacht, daB die gesamte Aktivitat 
= y ist. In der Grenzschicht sinkt die Konzentration entsprechend 
fd 

VxDt 
die Konzentration mit dem gréBeren D in x = 0 kleiner als bei dem 
kleineren D, tibersteigt sie aber von irgendeiner Strecke x an; denn die 
Gesamtmenge, die in den K6rper eingedrungen ist, ist groBer. Das ware, 
qualitativ gesehen, der auf unserer Kurve dargelegte Verlauf. Damit 
ergibe sich also nur ein groéBerer Diffusionskoeffizient im Schmelz. 

Diese Darstellung ist aber nicht zureichend, weil unsere Versuchs- 
anordnung in einem sehr wichtigen Punkt von den Randbedingungen 
vollig differiert ; denn die au8en umspiilende Konzentration ist bei beiden 
Flachen gleich. In dem Korper mit dem gréBeren Diffusionskoeffizienten 
muBte dann aber die Kurve stets iiber der anderen liegen. Der Verlauf 
der von uns gemessenen Kurven kann also nicht durch differente Dif- 
fusionskoeffizienten bedingt sein. 

Eine Lésung mit anderen plausiblen Randbedingungen (C' konstant 
= Cy bei x = 0 in jeder Zeit oder C = C(t) bei x = 0) fihrt zu dem- 
selben Resultat. Damit entfallt aber die Méglichkeit, die Differential- 
gleichung (1) zu verwenden, weil nur eine Konstante vorhanden ist, die 
zum Parameter werden kénnte. 

Als niachsten Schritt wolien wir Gleichung (3) heranziehen: 


ac 2c a ? 
=D i — BC. (3) 
Das Glied l?C bedeutet, daB ein Teil der diffundierenden Substanz ge- 
bunden und dem Diffusionsstrom entzogen wird. 

Nach der Quellenfunktion gelést, ergibt sich hier das partikulare 
Integral (voriibergehende Substitution C = e~ w(x, t)): 


ab. Wenn wir hier die GréBe D variieren, ist nach einiger Zeit 








% Hier sind folgende Biicher zu Rate gezogen: Frank-Mieses, Die Dif- 
ferential- und Integralgleichungen der Mechanik und Physik, F. Viehweg u. Sohn, 
Braunschweig 1935. Webster-Szegé, Partielle Differentialgleichungen der mathe- 
matischen Physik, B. G. Teubner, Leipzig 1930. 
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y -» we 
C= Vn Dt e 4 Dt (4) 


Beim Vergleich sieht man, da sein Wert stets unter dem der Gleichung 
(2) liegt, weil es stets mit dem Faktor e~ “', der < 1 ist, multipliziert 
wird. Eine Kreuzung bei verschiedenem 06? findet nie statt. Aber weder 
die Differentialgleichung noch die Lésung entspricht ganz den ‘Verhalt- 
nissen unserer Analysen. Das —b?C bedeutet ja nur, daB ein Teil des 
45Ca dem Diffusionsstrom entnommen wird. Die Gleichung wire korrekt, 
wenn wir etwa die Diffusion von Sauerstoff durch atmendes Gewebe 
(wie seinerzeit A. V. Hill fiir den Muskel oder Warburg fiir seine 
Gewebsschnitte) beschreiben wollten. Bei unseren Analysen bleibt aber 
45Ca bestehen, wird durch das Gewebe festgelegt und durch die Analysen 
erfaBt. 

Um diesen Verhiltnissen gerecht zu werden, miissen wir die wihrend 
der gesamten Zeit reagierenden Mengen noch zu dem Wert addieren, um 
das Endresultat zu erhalten. Wir kénnen schreiben: 


t 
2 2 
‘wk ee 


an or is e 4bo dO (5) 


0 
Da wir ¢ konstant halten, wird dieser Summand gerade bei kleinem 2 
bedeutend werden und fiir groBe 2-Werte schlieBlich abklingen. Damit 
hatten wir ein Modell berechnet, das uns im Prinzip den erhaltenen 
Verlauf gibt. 


Die Grenzbedingungen: « = 0; C = Cy; « == 1; C = 0 fiir alle Zeiten 
t=0 C=0 fir 0<2<l 


y eo 
==" e 4Dt 
Vat 


ergeben nach denselben Prinzipien folgendes Resultat: 





' ' | Gin b(/—2x) Ht 2Gin bl Gy v(— Irth — 3s \ 
“| Gint) ” 4 (ao Ty cae 
a pe (6) 
t 
I(x, t) + Bf 1(z,0)de. 
0 


Die Grenzbedingungen kénnen wir noch dadurch den Tatsachen annahern, dah 
wir die Grenzkonzentration Cy= C(t) setzen. Jedoch erhalten wir dann eine 
weniger iibersichtliche Gleichung (es treten Doppelintegrale auf), die dadurch be- 
lastet wird, da& wir bisher C,(¢) nicht kennen. Da aber die Konzentration in der 
AuBenlésung noch immer 5—10mal so hoch blieb wie in der auBersten Schicht 
unserer Analysen, wird z. Z. nicht viel gewonnen. Bei dem Vergleich der unter 
diesen Randbedingungen erhaltenen Lésungen der Gleichungen (1) und (3) fiir den 


stationiren Fall (5 = 0) erhalten wir die beiden Gleichungen 


Gin bie—2) 
an 


=o, (1-7) (la) und C=C,- 
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Letztere verliuft stets unter der ersten. Von diesen stationiiren Werten werden 
die Werte in Gleichung (6) unter dem Summenzeichen abgezogen, am wenigsten 
bei kleinem x, (sin x!), also addiert sich beim Integral gerade in diesem Bereich 
am meisten hinzu. 

So ist es méglich, das Verhalten unserer Kurven zu illustrieren. Da diese 
Formulierung jedoch sehr elastisch ist, konnen wir von ihr bei unseren spiiteren 
Versuchsbedingungen ausgehen, um den Wert von b abzuschitzen. 

Diese Versuche erweitern die Befunde unserer friiheren Arbeiten'?, 
jedoch seien noch einige Bemerkungen iiber den Summanden 0b?C' der 
Gleichung (3) angefiigt. 

In der Form bedeutet der Summand einen irreversiblen Vorgang. 
In Wirklichkeit muB es sich um eine reversible Reaktion nach dem Typ 


dC 


-— K, [Ca] [Ob] — K,[Ca Ob] (7) 


(Ob = Oberflichenrezeptoren) handeln, die zuerst fiir das homogene 
System abgeleitet wurde. Aber auch hier ist sie — bei der vielfachen 
Anordnung der Oberflichen im Raum — zur Illustration durchaus 
brauchbar. DaB unsere Differentialgleichung bis zu. einem gewissen Grade 
Giiltigkeit hat, liegt vorerst daran, daB die Reaktion weit von dem Gleich- 
gewichtszustand entfernt ist nach den Bedingungen unseres Versuchs. 
Der Summand K,[CaOb] ist nicht wahrnehmbar. 

Ist diese Reaktion einer einfachen Adsorption an der Apatitober- 
flaiche gleichzusetzen ? Die erste Phase folgt bestimmt einer solehen Ad- 
sorption, wie sit auch von vielen Autoren in der Literatur nachgewiesen 
wurde4-®, Die Desorption erfolgt zwar langsamer, aber in der gleichen 
GréBenordnung in den Konstanten K, und K, obiger Gleichung*. Nach 
unseren Versuchen gilt das nicht. 

Welcher Art die sekundire Reaktion ist, die den in-vitro-Versuchen 
an Knochenpulvern von Neuman und Mulryan? entspricht, wissen 
wir nicht recht. Sie wird von Neuman!® versuchsweise mit ,,Rekristal- 
lisation’’ bezeichnet. Dallemagne!™ spricht von Chemisorption. Wir 
nennen sie nach unserer Differentialgleichung (3) den b-ProzeB. Er zeigt 
sich hier am unverletzten Gewebe schon in sehr viel kirzerer Zeit als bei 
Neuman’, Er fehlt keineswegs beim Schmelz véllig, wie wir auch aus 
den Versuchen am ganzen Tier? entnehmen kénnen. Die Konzentration 


4H. C. Hodge u. M. Falkenheim, J. biol. Chemistry 160, 637 [1949]. 

5 F, W. Neuman u. B. J. Mulryan, J. biol. Chemistry 195, 843 [1952]. 

6 R. Zetterstrém, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 8, 283 [1952]. 

7 B. Engfeldt, A. Engstrém u. R. Zetterstrém, Biochim. biophysica 
Acta [Amsterdam] 8, 375 [1952]. 

8 O. Eichler, Pharmakologie anorganischer Anionen, Springer-Verlag 1950; 
siehe dort weitere Literatur. 

® T. K. Wadhwani, Current Sci. 22, 229 [1953]. 

10 W. F. u. M. W. Neuman, Chem. Rev. 53, 1 [1953]. 

11M. J. Dallemagne u. C. Fabry in Bone Structure and Metabolism 8S. 32ff. 
(J. & A. Churchill, Ltd. London 1956). 

* Z. B. in den Versuchen von E. Wicke und R. Kallenbach (Kolloid. Z. 
97, 135 [1941]) bei Adsorption von CO, an technische Adsorptionskohle erfolgt die 
Desorption in der Gasphase auch langsamer. 
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ist eine monotone Funktion von 6 nach unseren obigen Gleichungen. 
Sie hingt ab vom Vorhandensein der Matrix, wie folgende Versuche 


zeigen. 
Versuche mit Veraschung der Zahnkeime 


Methodik: Die Veraschung wurde nach zwei verschiedenen Methoden vor- 
genommen. 

a) Die Zahnkeime wurden im elektr. Muffelofen bei 700° 12 Stdn. verascht. 
Die Asche war rein weiB, die Form des Zahnes blieb erhalten, war aber briichig 
und drohte zu zerfallen. Um das zu verhindern, wurden die Zihne innen mit Palavit 
gefillt, die Schmelzseite blieb offen. In anderen Versuchen wurden sie darin ein- 
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Abb. 2. Abszisse und Ordinate wie bei Abb. 1 nach vorheriger Veraschung. 
Behandlung siehe Text. I: Schmelz U.-K. frisch, II: Dentin O.-K. frisch, 
IIL: Schmelz U.-K. verascht, 1V: Dentin O.-K. verascht. 


gebettet, um das Dentin zu untersuchen. Randkorrekturen wurden zur Ergainzung 
des Palavits mit Wachs vervollstindigt, so da8 bestimmt nur Schmelz oder Dentin 


freilag. 
b) Die Zahnkeime wurden mit alkalischem Glycerin nach Gabriel! bei 200° 
gekocht. AnschlieBend wurde bis zur Neutralitit der Spiillésung gewaschen. Nach 
dieser Methode ist die Veraschung schonender und ein Zusammensintern der 
Kristallite soll vermieden werden. Sonst wurden sie behandelt wie unter a). 

Die Unterkieferzihne wurden in 2 symmetrische Teile geteilt. Davon wurde 
die eine Hialfte verascht, die andere frisch der Ringerlésung zur Diffusion des *°Ca 
in den Schmelz iiberlassen. Mit den Zahnkeimen des Oberkiefers geschah dasselbe. 
Die Lésungen derselben Aktivitit waren entsprechend der Oberflache gleich. 


Die Verhiltnisse, wie sie sich nach der Methode a) darbieten, zeigt 
Abb. 2. 

Die Aktivititen waren bei den veraschten Zihnen nur um 22%, 
die der frischen um 60—70% gesunken. Wir sehen hier also einen gréBeren 
Diffusionswiderstand nach der Veraschung. Neuman und Mulryan® 
fanden in den ersten Tagen bei ihren pulverisierten veraschten Knochen 
eine raschere Diffusion, die erst spiter bei den Proben mit erhaltener 
Matrix itibertroffen wurde. Das Zeichen eines Prozesses entsprechend 


11 §. Gabriel, diese Z. 18, 257 [1894]. 
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unserer obigen Konstanten 6? ist auf unseren Kurven nach Veraschung 
nicht wahrnehmbar. Es handelt sich offenbar um die Diffusion an ge- 
ordneten Oberflichen, die stets rascher erfolgt als im Innern eines festen 
Korpers?2. 

Im Dentin befinden sich rdhrenférmige, von der Pulpahdhle aus- 
strahlende Kanalchen von kleinem Durchmesser (1 u), die, mit organi- 
scher kolloidaler Substanz gefiillt (Matrix ?) (siehe Abb. 1. c.?), in vivo 
zum Stoffaustausch, d.h. der Ernahrung und der Ubermittlung der 
Sensibilitaét dienen. Wenn sie wesentlich zur Versorgung des Dentins mit 
Bausteinen, d.h. zur Ernaéhrung dienen, wiirde der Transport nur durch 
Diffusionskrafte stattfinden kénnen. Wir kénnten die Vermutung auBern, 
daB im Innern dieser Réhren eine Struktur vorhanden sei, die eine leich- 
tere Diffusion zur Férderung der Ernaihrung erméglicht. Die Resultate 
unserer ersten Versuchsreihe geben keinen Anhalt fiir solche Strukturen. 
Stets ist der Weg zu den reagierenden Flichen leichter als in die Tiefe. 
Der Diffusionskoeffizient quer zur Richtung der Réhre ist nicht klein 
im Verhialtnis zu ihrer Lingsausdehnung, was wir erwarten miBten. 

Durch den VeraschungsprozeB hat sich mindestens zweierlei ge- 
andert: die Permeabilitaét der auBeren Oberfliche ist gesunken (und nicht 
gestiegen, wie es sein muBte bei Beseitigung eines Widerstandes), sonst 
wirde nicht weniger, sondern mehr durch die Einheit der Oberfliche 
hindurchgegangen sein. Die Oberfliche der Kristalle hat sich grund- 
legend geindert (auch bei der schonenderen Veraschung nach Methode b). 
Es findet keine irreversible Verankerung des 4°Ca mehr statt und ein 
Konzentrationsgefalle wird nicht unterhalten. Es mag sein, daB8 noch 
nach der Entfernung aus der Reaktionslésung trotz Trocknung ein ge- 
wisser Ausgleich erfolgt. 


Behandlung der Zihne mit Fluorid 


Wie wir oben schon andeuteten, besteht eine Unklarheit itiber den 
b-ProzeB. Auch Neuman!?® bezeichnet ihn nur versuchsweise mit 
, recristallisation“. Wenn wir aber wirklich eine Rekristallisation vor uns 
hatten, miiBte diese durch eine geringere Léslichkeit der Kristalle er- 
schwert werden. Das suchten wir durch die vorherige Behandlung mit 
Fluorid zu erreichen. Wenn Fluorid in dem Hydroxylapatit ein Hydroxyl 
ersetzt, dann entstehen stets Fluorapatite, wie es Syrrist und andere 
Autoren nachgewiesen haben. Fluorapatit ist schwerer léslich. Bei 
héheren Konzentrationen verliuft aber nach Rathje! die Reaktion 


3Ca,(PO,). - Ca(OH), + 20F° > 10CaF, + 6PO, + 20H®. 


Gerould' konnte CaF, elektronenmikroskopisch in der Grenz- 
schicht nachweisen. 


122 A, Eucken, Chemische Physik II, 8. 779; Akademische Verlagsgesell- 
schaft Geest & Portig K. G., Leipzig 1248/49. 
13 F. Giesecke u. W. Rathje, Ber. dtsch. chem. Ges. 74, 349 [1941]. 
14 C, H. Gerould, J. Dental Res. 24, 223 [1945]. 
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Methodik: Die Zahnkeime wurden symmetrisch geteilt und einer Vor- 
behandlung unterworfen. 


Unterkiefer: rechts 0,9-proz. Kochsalzlésung 
links 0,9-proz. Kochsalzlésung + 0,05-proz. NaF-Lésung, py 6,0 


Oberkiefer: rechts 0,9-proz. Kochsalzlésung P 
links 0,9-proz. Kochsalzlésung + 0,25-proz.NaF-Lésung, px 6,0 


Die Reaktion war leicht sauer, um den Eintritt des Fluorids zu begiinstigen. Die 
Lisungen wurden zur Konservierung mit einigen Tropfen Chloroform versetzt und 
zweimal gewechselt. Dauer der Einwirkung: 2 Tage bei Zimmertemperatur. Die 
beiden Konzentrationen von NaF wurden nach der Angabe von Rathje! gewahlt. 
Die niedere lag unterhalb der obigen Reaktionsgleichung, sollte also nur zur Bildung 
von Fluorapatit fiihren, die andere oberhalb, so daB die Reaktionsgleichung er- 
fiillt wurde. 

Die weitere Behandlung mit 4°Ca erfolgte nach der Routine des ersten Ab- 
schnitts, wobei aber nur beim Dentin die Diffusionskurve gepriift wurde, da nur 
bei diesem (starker 6-ProzeB) ein geniigender Ausschlag zu erwarten war, wenn 
unsere Hoffnungen sich erfiillen sollten. 

Aus Abb. 3 ist ersichtlich, daB die Fluorbehandiung bei beiden 
Konzentrationen zu einer betrachtlich starkeren 4°Ca-Aufnahme gefiihrt 
hat, und zwar nicht systematisch different nach der Konzentration. 


Diese naheliegende Interpretation der erhaltenen Kurven wiirde 
aber in die Irre fiihren, wenn man die Vorgiinge in den umgebenden 
Lésungen nicht beachtete. Die Kenntnis der Werte der entsprechenden 
Analysen (siehe Tabelle) ist notwendig, um die Kurven zu verstehen. 


In Spalte 4 sehen wir den Phosphatverlust nach der Behandlung 
mit 0,25% Fluorid — entsprechend der Gleichung von Rathje — mit 
Abstand gréBer. 0,05% NaF hatte aber auch eine schwache Vermehrung 
gebracht. Wir miissen bei beiden Lésungen nach der Behandlung einen 
verschiedenen Kristallzustand, entsprechend den elektronenmikroskopi- 
schen Befunden von Gerould!4 annehmen. In Spalte 5 sehen wir, daB 
auch bei unserem Objekt die Léslichkeit abgenommen hat nach Vor- 
behandlung mit beiden Konzentrationen, ahnlich wie in zahlreichen 
friiheren Versuchen verschiedener Autoren mit Schmelz und pulveri- 
sierten Zahnen. Dieser.Effekt zeigt, daB die Vorbedingung zur Priifung 
der Rekristallisation zwar erfiillt ist ; aber zugleich ergibt sich eine Storung 
beim Vergleich mit den Versuchen I und II der Tabelle. 


Nach den Darlegungen und Resultaten unserer ersten Versuchsserie 
wird die Aufnahme der Aktivitét um so gréBer sein (bei sonst gleichen 
Bedingungen), je gréBer der Diffusionsgradient an der Grenzflache ist. 
Dieser steigt aber (z.B. sogar beim Vergleich der Gleichungen (la) und 
(3a) mit dem gréBeren b der Gleichung (3). Spalte 5 zeigt aber gerade 
den der Erwartung entgegengesetzten Effekt. Da jedoch bei unseren 
Messungen allein die spezifischen Aktivitaten maBgeblich sind, d.h. die 
Menge 4°Ca/Gesamt-Ca, finden wir eine St6rung durch die gréBere Ab- 
gabe von Ca aus den Zihnen und dem damit verbundenen Absinken der 
spezifischen Aktivitiét bei den Versuchen I und II (Spalte 7). 














16 O. Eichler, I. 





Appel, T. K. Wadhwani u. R. Ritter, Bd. 310 (1958) 
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Abb. 3. Abszisse und Ordinate wie bei Abb. 1. Behandlung der Zihne mit Fluorid- 
lésung, siehe Text. 


Analysen der umgebenden Lisungen, 























1 2 3 4 
Zihne von Gewicht in g Vorbehandlung P-Verlust 
in mg 
I. Oberkiefer . 2.23 0,9°% NaCl 2,06 
II. Unterkiefer 2,16 0,9°% NaCl 2,03 
III. Oberkiefer. . .. 2,20 0,99, NaCl + 0,25% NaF 6,76 
IV. Unterkiefer 2,17 0,9% NaCl + 0,05% NaF 3,04 


* P-Bestimmung bei Anwesenheit von Fluorid nach E. Berenblum u. E. Chain, Biochem. 
J. 32, 295 [1938]; Ausschiittelung mit Isobutylalkohol. 


Um einen Einblick zu gewinnen, vergleichen wir die Aktivitat der 
aiuBersten Schicht mit der der umgebenden Lésung und erhalten die 
Werte der Spalte 8. Die fluorbehandelten Zihne haben auch hier 
eine relativ stairkere Aktivitaét jedenfalls keine geringere, wie man nach 
unseren Ableitungen und Annahmen erwarten miiBte. Auch friihere Ver- 
suche mit fluorbehandelten Zaihnen® hatten nicht ergeben, daB eine 
signifikante Verminderung der Aufnahme von *P oder 4°Ca damit er- 
zielt wurde. Allerdings handelt es sich bei diesen Versuchen um pulveri- 
sierte Zihne, und nicht wie bei unseren Versuchen um solche Zahne, 
deren morphologische Struktur unverletzt war. 





a, = 


Pi Ml alt [>] 





(1958) 
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DaB eine Rekristallisationshemmung (Verkleinerung des b-Prozesses) 
nicht eingetreten ist, kénnen wir auch aus dem allgemeinen Verlauf 
der Kurven der Abb. 3 ersehen, besonders beim Vergleich mit Abb. 1, 
aus der ersichtlich ist, was wir erwarten. 


Diskussion 


Unsere Versuche ergeben keinen Anhaltspunkt fiir eine geringere 
Permeabilitét der Schmelzoberfliche fiir Calcium, wie es nach den 
friiheren Befunden am ganzen Tier vermutet wurde. Das differente Ver- 
halten muB auf einer schwacheren Blutversorgung des Schmelzes gegen- 
iiber dem Dentin beruhen. 

Nach unseren jetzigen Befunden tritt der Ausgleich beim Schmelz 
eher rascher bis in tiefere Schichten ein als beim Dentin, weil keine oder 
nur eine geringe Hemmung durch den ,,irreversiblen‘‘ ProzeB erfolgt, 
den wir nach Gleichung (3) kurz mit b-ProzeB bezeichneten. Dieser hort 
auf nach Veraschung, hiangt also mit dem Vorliegen einer organischen 
Matrix zusammen. Es ist méglich, daB wir in den von uns aufgenommenen 
Diffusionskurven zu einem hohen Prozentsatz den b-Prozei messen. 
Dieser ist nach den Versuchen in vivo im Schmelz schwerer reversibel 
als beim Dentin, findet auch — entsprechend den gr6éBeren Kristallen — 
langsamer statt. 


mit denen die Zihne behandelt wurden. 











5 | 6 7 8 
= = — Aktivitat Aktivitit am | Spezif. Aktivitat 
"te on P & absorbiert in °% | Ende des Versuchs | oberste Schicht** 
1,33 0,85 | 72 7620 11,2% 
1,53 0,89 68 7540 11,9% 
0,50 0,25 87 9750 14,4%, 
0,57 0,32 81 12.200 13,3%, 











** Oberste Schicht in % der spezif. Aktivitat der umgebenden Lésung. 


Unsere Versuche mit Fluorid haben trotz nachgewiesener Abnahme 
der Léslichkeit, die die Rekristallisation hemmen miiBte, keinen Anhalt 
dafiir gegeben, daB diese fiir den b-ProzeB von Bedeutung sei. Durch 
abgeinderte und erweiterte Methodik kann man dem wirklichen Vor- 
gang vielleicht naher kommen. Vor allem muB auf die Anderung der 
Kristallstruktur durch unsere Behandlung eingegangen werden. Ca und 
PO, miBten sich verschieden verhalten und andere Kurven ergeben, 
was zu prifen wire. 


bo 
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Die Aufnahme von “Ca in Zabnkeimen von Hunden Bd. 310 (1958) 


Zusammenfassung 


Die Ergebnisse unserer Diffusionsversuche mit Zahnkeimen von 
Hunden in vitro lassen sich nicht durch die einfache Diffusionsgleichung 
beschreiben, sondern verlangen die Beriicksichtigung eines dauernden 
Verlustes des Ca aus dem Diffusionsstrom durch einen schwer re- 
versiblen ProzeB (b-ProzeB). Dieser hért auf, wenn die Matrix durch 
Veraschung bei hoher Temperatur oder durch Behandlung mit Kali- 
lauge-Glycerin beseitigt wurde. 

Nach Vorbehandlung der Zaihne mit verschiedenen Konzentrationen 
von Fluorid lieB sich eine Rekristallisation als Ursache des Diffusions- 
verlaufes nicht nachweisen. 


Summary 


The absorption of 4°Ca in the dental pulp of dogs has been in- 
vestigated in vitro and it has been shown that the results of diffusion 
experiments cannot be expressed by the simple diffusion equation. Allow- 
ance has to be made for continous loss of 4°Ca from the diffusion current 
as the result of a difficultly reversible process termed the b process. 
This ceases if the matrix is removed by ashing at high temperature or 
by treatment with glycerol and potash. Experiments in which teeth were 
pre-treated with fluoride of different concentrations provided no evidence 
for a recrystallization as the cause of the diffusion process. 
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Uber die Anwendung von Farbreaktionen 
zur Identifizierung einiger Progesteronderivate 
Von 
Friedrich Hohensee und Reinhard Hiittenrauch 
Aus den Laboratorien des VEB Jenapharm, Jena 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. August 1957) 


Farbreaktionen zur Untersuchung verwandter Substanzen innerhalb 
einer Gruppe von Steroidhormonen sind insbesondere fiir die Aufarbei- 
tung von Produkten mikrobiologischer Umsetzungen und tierischer Sub- 
strate wertvoll. Eine Differenzierung erméglichen die von Neher und 
Wettstein! eingefiihrten Reagenzien. Corticosteroide lassen sich mit dem 
Carr-Price-Reagens, mit dem Reagens nach Kagi-Miescher?, mit 
Phosphorsaure oder mit Zinkchlorid-Benzoylchlorid® nachweisen. Es ent- 
stehen charakteristische, im sichtbaren und ultravioletten Licht unter- 
scheidbare Farben. Speziell auf Progesteronderivate haben McAleer und 
Kozlowski* die von Mylius® beschriebene Reaktion kiirzlich an- 
gewendet. Einige Steroide reagieren danach mit diesem Jod-Kaliumjodid- 
Reagens in weit geringerer Konzentration, wenn man die Chromatc- 
gramme anschlieBend noch mit Ather oder Aceton bespriiht. Die Reak- 
tion gestattet somit —— in einem bestimmten Konzentrationsbereich - 
Substanzen zu unterscheiden, die 

a) mit J,-KJ sofort unter Blaufarbung reagieren, 

b) erst nach dem Bespriihen mit Ather eine blaue Farbe zeigen, 

c) mit dem Reagens nur eine Gelbfirbung® ergeben oder 

d) indifferent bleiben. 


Fir eine Reihe von Steroiden ist der Verlauf der oben geschilderten 
Reaktionen bereits bekannt’?*®. Die vorliegende Mitteilung bezweckt, 


1 R. Neher u. A. Wettstein, Helv. chim. Acta 34, 2278 [1951]; 35, 276 
| 1952}. 

2 K. Miescher, Helv. chim. Acta 29, 743 [1946]. 

3 A. L. Bernoulli, Helv. chim. Acta 15, 274 [1932]. 

4 W. J. McAleer u. M. A. Kozlowski, Arch. Biochem. Biophysics 66, 125 


[1957]. 

> F, Mylius, diese Z. 11, 306 [1887]. 

6 Siehe auch Munier u. Macheboeuf, Bull. soc. chim. Biol. 31, 1144 [1949]. 

7 A. Zaffaroni u. R. B. Burton, J. biol. Chemistry 198, 749 [1951]. 

8 R. B. Burton, A. Zaffaroni u. E. H. Keutmann, J. biol. Chemistry 
188, 763 [1951]. 

® G. T. Bassilu. R. J. Boscott, Biochem. J. 48, xlviii (1951); J. Sjovall, 
Acta chem. scand. 6, 1552 [1952]; A. Zaffaroni, R. B. Burton u. E. H. Keut- 
mann, Science [New York] 111, 6 [1950]; D. Kritschevsky u. M. Calvin, 
J. Amer. chem. Soc. 72, 4330 [1950]. 
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das Verhalten bisher noch nicht gepriifter Progesteronderivate zu unter- 
suchen, um die Differenzierungsméglichkeiten im AnschluB an die Mit- 
teilung von McAleer und Kozlowski zu erweitern. Auch die anderen 
o. g. Farbreaktionen wurden gepriift, da auch diese zur Identifizierung 
geeignet sein kénnen. Uber die Darstellung einiger verwendeter Sub- 
stanzen wurde aus unserem Arbeitskreis bereits berichtet!®; zum Ver- 
gleich wurden einige Standardsubstanzen mit untersucht. 


Zur Methodik: 

Die Steroide wurden in absol. Methanol gelést und mit einer Mikropipette 
auf unbehandeltes Schleicher & Schill-Papier Nr. 2043a aufgetragen. Die 
Konzentrationen wurden so gewihlt, daf8 der Fleck einen Durchmesser von etwa 
10 mm hatte. Alle Reagenslésungen wurden frisch bereitet: 

a) 0,3°%% Jod in 5-proz. KJ-Lésung — als Spriihreagens; auch Ather wurde 
aufgespriht. 

b) 15-proz. Phosphorsiure; die trockenen Chromatogramme wurden schnell 
durch die Phosphorsiure gezogen, 20 Min. auf 90° erwirmt und dann bei sicht- 
barem Licht und unter UV-Licht sofort und nach 5 Stdn. betrachtet. 


c) 0,5 ml Anisaldehyd (frisch bereitet — farblos) in 50 ml Eisessig und 1 ml 
konz. Schwefelsiure. Die trockenen Papiere wurden nach dem Bespriihen 5 Min. 
auf 90° erwiarmt. 

d) Gesittigte Lésung von Antimontrichlorid in Chloroform; die Papiere 
wurden 4 Min. auf 90° erwiirmt. 

e) 20 g Zinkchlorid in 30 ml Eisessig und eine 50-proz. Lésung von Benzoyl- 
chlorid in Chloroform. Die trockenen Papiere wurden mit der Zinkchloridlésung 
bespriiht, 5 Min. auf 90° erhitzt, danach in die Benzoylchloridlésung getaucht und 
nochmals kurz auf 90° erhitzt. 


Ergebnisse (s. Tabelle) 


Bei den Farbreaktionen mit J,-KJ bestitigte die Reaktion mit 
den Vergleichssubstanzen die Befunde von McAleer und Kozlowski‘. 
Wie aus der Tabelle hervorgeht, lassen sich jedoch nicht nur 15(q)-, 
17(x)- und 21-Hydroxy-progesteron, sondern auch 11-, 12- und 15-Keto- 
progesteron durch die Farbreaktion unterscheiden. Bei mehreren Sub- 
stanzen laBt sich die Reaktion mittels Athers nicht empfindlicher ge- 
stalten. Je nach der Konzentration verblassen die Farbungen allmahlich, 
wobei blaue Flecken zunachst in gelbe iibergehen. Wir glauben, daB auch 
die gelbe Farbe, welche nach dem Auftragen des Reagens in einigen 
Fallen beobachtet wird, als typische Reaktion bewertet werden kann 
und folgen hierin Zaffaroni et al.®. 

Unterschiedliches Verhalten zeigen die untersuchten Steroide auch 
gegeniiber Phosphorsaéure, Antimontrichlorid, Zinkchlorid, 
Benzoylchlorid und Anisaldehyd. In allen Fallen wurde eine Kon- 
zentration von 40 ug/cm? verwendet. Die Fluoreszenz konnte bei einigen 


10 B. Kliiger, R. Siebert u. A. Schubert, Naturwissenschaften 44, 40 
[1957]; A. Schubert, G. Langbein u. R. Siebert, Chem. Ber. 90, 2576 [1958]. 
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Substanzen noch nach mehreren Stunden nachgewiesen werden; die Be- 
urteilung der Farbnuancen sollte jedoch sofort vorgenommen werden. 
Auch hier ist eine Unterscheidung von I11-, 12- und 15-Keto-pro- 
gesteron sowie von 15(«)-, 17(«)- und 21-Hydroxy-progesteron méglich. 
Die Anwendung eines einzigen Reagenzes wird aber nicht in jedem Fall 
zur einwandfreien Differenzierung geniigen, wie dies auch fir J,-KJ 
zutrifft, obgleich hier die Unterschiede in der Empfindlichkeit Anhalts- 
punkte geben kénnen. Fiir die quantitative Abschatzung sind diese Farb- 
reaktionen nicht geeignet, da die Farbtiefe, die Farbreinheit wie auch 
die Farbnuancen nicht nur von Substanz zu Substanz verschieden sind, 
sondern auch mit der Konzentration einer Substanz schwanken. Das 
ebenfalls von McAleer und Kozlowski'! angegebene Reagens mit 
Vanillin in Phosphorsiure bewahrte sich in unseren Versuchen nicht. 


Zusammenfassung 


Die Farbreaktionen von 12(f).15(8)-, 11(«).6(8)-Dihydroxypro- 
gesteron, 11-, 12- und 15-Keto-progesteron, 11-Keto-15(6)-Hydroxy- 
progesteron und 15()-Hydroxy-desoxycorticosteron mit Jod-Kalium- 
jodidlésung, Phosphorsiure, Anisaldehyd-Schwefelsdure, Antimontri- 
chlorid und Zinkchlorid-Benzoylchlorid wurden untersucht. Die mit den 
Reagenzien ausgebildeten Farbungen und Fluoreszenzen im sichtbaren 
bzw. UV-Licht wurden beschrieben. 


Summary) 


The colour reactions of a number of steroids with iodine-potassium 
solution, phosphoric acid, anisaldehyde-sulphuric acid, antimony tri- 
chloride and zine chloride-benzoyl chloride have been examined. The 
compounds investigated were 12(f).15(f)- and 11(«).6(6)-dihydroxy- 
progesterone, 11-, 12- and 15-ketoprogesterone, 11-keto-15(/)-hydroxy- 
progesterone and 15(f)-hydroxydesoxycorticosterone. The colourations 
and fluorescent effects produced in visible and ultraviolet light are 
described. 


11.W J. McAleer u. M. A. Kozlowski, Arch. Biochem. Biophysics 62, 196 
[1956]. 
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Die Substitution des Magnesiums im Chlorophyll 
durch Eisen und dessen Wertigkeit 
Von 
Bogislavy Rackow und Hans Konig 
Aus dem Institut fiir Physikalische Chemie der Universitit Jena 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23, August 1957) 


In einer friiheren Arbeit! wurde gezeigt, daB das Phiophytin in vitro 
in Gegenwart von Pyridin die zentralen Wasserstoffatome gegen Magne- 
sium austauscht. Wir untersuchten auch den Austausch dieser Wasser- 
stoffatome im Phiophytin durch Eisen sowie die Méglichkeit der Riick- 
spaltung des Komplexes. Dies schien uns deshalb von Bedeutung zu 
sein, weil Eisen das zweithaufigste Metall im Chloroplasten ist und so- 
wohl fiir die Chlorophyllsynthese in der Pflanze als auch fiir deren 
Photosynthese unentbehrlich ist. Ferner gehen die Literaturangaben 
iiber die Eigenschaften der Eisen-Phiophytin-Verbindung auseinander. 


A. Untersuchung der Eisenkomplexbildung 


Das Eisen-Phiophytin (das Eisenanaloge des Chlorophylls) ist schon 
mehrmals Gegenstand der Untersuchung gewesen. Wahrend Zaleski? 
vor langer Zeit Eisenkomplexe von Porphyrinen durch Erhitzen des 
Porphyrins mit Fe!'-Fe'!'-Acetat in 80-proz. Essigsaure herstellte, ar- 
heitete Willstatter®, in der Erkenntnis, daB diese Methode fiir Chloro- 
phyll zu grob ist, in der Kalte. Die blaugriine Farbe jedoch, die er bei 
der Zugabe der essigsauren Eisen(III)-chloridlésung zur Phaophytin- 
Lésung erhielt, beruhte nach Kunz?‘ auf der Bildung eines Phiophytin- 
hydrochlorids an den Stickstoffatomen und nicht auf Eisensubstitution, 
wie Willstatter dachte. Dafiir spricht auch die noch vorhandene rote 
Fluoreszenz. Der Eisenkomplex fluoresziert nicht. H. Fischer® sowie 
Kunz, die iiber ein Eisen-Phiophytin berichteten, haben wiederum nach 
der aggressiven Eisessig-Methode von Zaleski gearbeitet. Das Produkt 





1 B. Rackow u. H. Konig, diese Z. 308, 71 [1957]. 

2 J. Zaleski, diese Z. 48, 11 [1904]. 

3 R. Willstitter u. A. Stoll, Untersuchungen iiber Chlorophyll, Verlag 
Julius Springer, Berlin 1913, S. 261. 

4K. Kunz, W. Morneweg u. H. Miller, diese Z. 199, 93 [1931]. 

5 H. Fischer u. H. Orth, Die Chemie des Pyrrols, Akad. Verlagsgesellschaft 
Leipzig 1940, Bd. IT, 2, S. 57. 
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wird als dunkelgriines, in feuchtem Zustande sehr sauerstoffempfind- 
liches Pulver mit einer Rotbande bei 650 my beschrieben, das zwei- 
wertiges Eisen enthalten soll. Das Oxydationsprodukt soll sich nur 
durch die Wertigkeit des Eisens unterscheiden und eine Rotbande bei 
628 my haben. 

Aschkinasi® bezweifelt die Ergebnisse von Rabinovitch und 
WeiB’, daB das Chlorophyllringsystem mit Eisen nach Art einer Oxy- 
dation oder Reduktion zu reagieren vermag. Vielmehr finde ein Aus- 
tausch des Magnesiums gegen Eisen statt. Aschkinasi hat jedoch 
Fluoreszenzbeobachtungen unterlassen, was im Rahmen vorliegender 
Arbeit nachgeholt wird. Aschkinasi hat zwar in seiner ersten Arbeit®, 
die eine Entgegnung gegen Rabinovitch sein sollte, die fragliche Sub- 
stanz durch Stehenlassen der alkoholischen Chlorophyll-Eisen(I1)- 
chloridlésung in der Kalte herstellt. Trotzdem hat er unbegreiflicher- 
weise in einer zweiten Arbeit®, um diese Substanzen naher zu unter- 
suchen, dieselben unter Zugrundelegung der Arbeiten von Kunz her- 
gestellt, d. h. wieder nach der aggressiven Erhitzungsmethode in Eis- 
essig. 


Versuchsergebnisse 


a) Vorversuche: Fiir die Versuche wurde aus nahezu farblosen 
Blattchen bestehendes Eisen(II)-chlorid, das, wie die Emissionsanalyse 
zeigte, hinreichend spektralrein war, in 96-proz. Alkohol gelést. Von 
einer Lésung von Phaophytin (a +- b) in 96-proz. Alkohol wurden gleiche 
Volumina in fiinf Reagenzglaser gefiillt. Vier Glisern wurde tiberschiis- 
siges FeCl, in gleichen Teilen zugesetzt, das fiinfte diente als Vergleichs- 
probe. Zwei der mit FeCl, versetzten Phaiophytin-Lésungen wurden im 
Dunkeln und zwei der gleichen Art im Tageslicht aufbewahrt, und zwar 
je eine Lésung unter Vakuum und je eine mit einer abgeschlossenen 
Luftmenge. Die Lésungen zeigten beim Ansetzen der Versuche sehr 
starke Phiophytin-Banden. Diese waren bereits nach 3 Tagen nur noch 
schwach sichtbar, und die Fluoreszenz war etwas schwicher geworden. 
Nach einer Woche zeigten alle vier Losungen keine Phiophytin-Banden 
mehr, sondern nur noch eine Rotbande mit einem Maximum bei 650 mu. 
Die unter LuftabschluB stehenden Liésungen waren blaugriin geworden. 
Sie hatten also die Farbe des Eisen-Phiophytin-Komplexes angenom- 
men. Die Lésungen, die unter Lufteinwirkung gestanden hatten, waren 
von gebildetem Fe"! braunlich. Beim Ausithern zeigte die Atherschicht 
jedoch gleichfalls die blaugriine Farbe des entstandenen Komplexes. 
Eine Wiederholung der Versuche in abso]. Alkohol zeigte keine Unter- 


6 M.Ss. Aschkinasi, T.Ss. Glikman u. B. Ja. Dain, Dokl. Akad. Nauk 
SSSR 78, 743 [1950]; C. 1951 I, 2283. 

7 E. Rabinovitch u. J. WeiB, Nature [London] 188, 1098 [1946]. 

8 M.Ss. Aschkinasiu. B. Ja. Dain, Dokl. Akad. Nauk SSSR 80, 385 [1951]; 
C. 1954, 4391; M.S. Aschkinasj u. W. Je. Karpizkaja, ebenda 96, 785 [1954]; 
C. 1955, 1056. 
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schiede gegeniiber den Versuchen in 96-proz. Alkohol, sondern nur eine 
Verlangsamung. Auch ein LichteinfluB bestand nicht. 

b) Isolierung des Komplexes und Fe-Nachweis: Zur Identi- 
fizierung wurden gréBere Mengen des Komplexes hergestellt, in Chloro- 
form tibergefiihrt und mit Wasser gewaschen. AnschlieBend wurde das 
Chloroform im Vak. auf dem Wasserbad verdampft. Als Riickstand ver- 
blieb ein tief dunkelgriiner, wachsartiger Stoff, der beim Veraschen nur 
Fe,0, zuriicklie3. Damit war die Existenz eines eisenhaltigen Kom- 
plexes bewiesen, dessen Darstel- 
lung unter gréBtméglicher Scho- 
nung der Phaophytin-Molekel 
durchgefiihrt worden war. Er 
entsprach in Farbe und Lésungs- 
verhalten dem in der Literatur be- 
schriebenen Eisenkomplex, nicht 
aber im Chemismus und im auBbe- 
ren Habitus, der in der Literatur 
als dunkelgriines Pulver ange- 
geben wird*>. DaB die Lésun- 
gen im Gegensatz zum Chloro- 
phyll, Phaophytin und zu dem 
Zink-Phiophytin-Komplex nicht 
fluoreszieren, hingt mit der 
Fahigkeit des Zentralatoms zu- 
sammen, die Wertigkeit zu wech- 
seln, also Elektronen aufnehmen 
oder abgeben zu k6nnen. Das 
Absorptionsmaximum des dar- 
gestellten Eisenkomplexes von 
650 my wiirde der reduzierten 
Form des in der Literatur be- 
schriebenen Komplexes*  ent- 












































sprechen. Nach der Darstellungs- Abb. 1. Lichtabsorption des Chlorophylls 
methode konnte es sich jedoch # ( ) und des Einwirkungsprodukts 


‘ ; 7 FeCl, « ij ie Mecawaie 
kaum um den reduzierten, luft- ee Sty ae pric ews = 


empfindlichen Komplex handeln, 

da bei dem Auswaschen nie unter Luftausschlu8 gearbeitet worden war. 
Das Spektrum des wieder in Alkohol gelésten Praparates war gegen- 
iiber der Ursprungslésung, aus der es isoliert war, unverandert. 


ec) Versuche unter Ausschlu8B von Sauerstoff: Zwei Pro- 
ben einer alkoholischen Phiophytin-Lésung wurden mit genau gleichen 
Einwagen von FeCl, versetzt und ebenso wie eine Vergleichsprobe, die 
kein FeCl, enthielt, im Vak. von geléstem Sauerstoff durch Kochen 
befreit und in Ampullen eingeschmolzen. Im Thermostat bei 15° blieb 
die eine Probe im Dunkeln, die andere wurde dauerbelichtet. Auch hier 
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waren nach einigen Tagen tief blaugriine Losungen entstanden, die keine 
Phiophytin-Banden zeigten, sondern nur die Rotbande bei 650 my. 

In Pyridin traten dieselben Erscheinungen, nur langsamer auf. Samt- 
liche beschriebenen Versuche wurden mit Phiophytin a wiederholt, das 
aus reinem Chlorophyll a hergestellt worden war. Es ergaben sich keine 
abweichenden Verhialtnisse (vgl. Abb. 1). 


B. Untersuchungen des Wertigkeitswechsels 


In unseren Vorversuchen tiber das Redoxverhalten der auf die im 
vorigen Abschnitt beschriebene Weise gewonnenen Substanz konnten 
wir trotz Zugabe von Oxydations- und Reduktionsmitteln keinerlei 
spektrale Anderungen feststellen, im Gegensatz zu Aschkinasi, 
d.h. keine Verschiebung von 650 nach 610 my. Diese Tatsache, dab 
ein Wertigkeitswechsel nicht von einer Frequenzverschiebung von 
etwa 40 my _ begleitet sein kann, erschien uns auch theoretisch be- 
griindet. Denn auch zwischen dem zweiwertigen Him und dem 
dreiwertigen Hamin besteht kein merklicher spektraler Unterschied, 
und das Hamochromogen, das aus dem Him durch Anlagerung von 
Stickstoffbasen entsteht, zeigt nur eine Bandenverscharfung und -er- 
hdhung. Ferner wies schon Linstead® darauf hin, und wir konnten 
es experimentell bestatigen, daB die Fe''- und Fe!!'-Formen des Eisen- 
Phthalocyanins, welches im Spektrum und GroBring dem Eisen-Phiao- 
phytin ahnelt, spektral nicht zu unterscheiden sind. Uberhaupt stande 
eine derartige spektrale Anderung, die durch Anderung des Zentral-Ions 
bewirkt wird, in der Porphyrinchemie einzig da; denn das Spektrum 
wird nur durch den aromatischen GroBring bestimmt, wenn man von 
kleinen Verschiebungen und Héhenanderungen von der GroBenordnung 
eines Lésungsmitteleffektes absieht, den das Metall-Ion bewirkt. So 
erscheint uns unsere Beobachtung als durch Theorie und AnalogieschluB 
gestiitzt und eine Spektralverschiebung durch Wertigkeitswechsel des 
Kisens als unwahrscheinlich. 


Versuchsergebnisse 


a) Verhalten gegeniiber Oxydationsmitteln: Saugte man 
durch die Lésungen des Stoffs in Ather, Alkohol und Pyridin mehrere 
Stunden Luft, so anderte sich das Spektrum nicht, ebensowenig durch 
Zusatz von Wasserstoffperoxyd, alkoholhaltigen Dichromat- oder Jod- 
losungen, die sich bei der Unterscheidung von Himochromogen von 
Hamin bei uns bewéhrt haben. Auch mit Kaliumhexacyanoferrat(II1) 
in atherischer, alkoholischer und waBriger Lésung war keine Anderung 
zu beobachten. 

b) Verhalten gegeniitber Reduktionsmitteln: Der Eisen- 
Phaophytin-Komplex wurde in alkoholischer Lésung mit Ascorbinsaure, 


® R. P. Linstead, J. chem. Soc. [London] 1934, 1036. 
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Phenylhydrazin und Schwefelwasserstoff ohne sichtbaren Erfolg be- 
handelt. Auch das sehr stark reduzierende Chrom(II)-chlorid lieB keine 
spektrale Anderung erkennen. Die Rotabsorption blieb bei 650 my, bis 


die Lésung ausblich. 
c) Ergebnisse der Redoxtitrationen: Eine Aufklarung brachte 


die oxydative und reduktive elektrometrische Titration des Eisen- 
komplexes, die in folgen- 
der Anordnung durch- 
gefihrt wurde: 


Der umfangreichste Teil 
der Versuchsapparatur be- 
stand aus einer Stickstoff- 

reinigungsanlage. Dem 
Bombenstickstoff wurde zu- +00 ees 
naichst im sog. Kupferturm 
der gréBte Teil des Sauer- 
stoffs entzogen. Die nun 
noch im Stickstoff verblie- \ 
benen Sauerstoffreste wur- +200 -¥% 
den durch Uberleiten tiber N 
feuchten, gelben Phosphor A 
entfernt. Hinter der Phos- Nw 
phorpipette folgten drei : See 
Waschflaschen, eine mit 70 < = 
CuSO,-, eine mit KOH-L6- hel on 
sung, zwecks Absorption | tt ee 

von phosphorhaltigen ON 
Dimpfen, und eine mit 
konz. H,SO, gefiillte. An 200 
die  Stickstoffreinigungs- 
anlage waren iiber einen \ 
Dréiwegehahn die beiden x | 
Teile der Titrationsappa- Prad| (ad ee” 
ratur, das TitrationsgefaB 1 
und die Zint1-Birette, an- 
peo neg ol Abb. 2. eer i peg Titration des Kisen-Phao- 
selnd evakuiert und wieder PY cophontine § exes mit n/100-CrCl, in Pyr eg 
mit Stickstoff gefilit wer- 1" Methanol, (----), mit. war. n/l00-K,Fe(CN).- 
den. Das TitrationsgefaB mong in Methenot (,...). 
hatte ein Volumen von etwa 
50 ml. Durch seinen Deckel wurden die erforderlichen Zuleitungen gefiihrt. Das 
Stickstoffeinleitungsrohr reichte bis zum Boden des TitrationsgefiBes, wodurch 
mit Hilfe des Stickstoffstromes die Lésung durchgerihrt wurde. Durch weitere 
Durchbohrungen des Deckels waren die Platinelektrode und der Zuflu8 von der 
Biirette sowie ein Ventilrohr hindurchgefiihrt. An den Boden des Titrations- 
gefiBes war iiber einen Sperrhahn ein Glasrohr mit einem Diaphragma angesetzt 
und mit KCl gefiillt. Dieses tauchte zusammen mit einer Kalomelelektrode in ein 
mit KCl-Lésung gefiilltes Becherglas. Die elektromotorische Kraft wurde mit einer 
Kompensationsschaltung gemessen, deren Nullanzeiger ein Spiegelgalvanometer 
war. 

Reduktiv wurden 25mg des in Pyridin gelésten Eisenkomplexes 
mit n/100-CrCl,, welches ebenfalls in Pyridin gelést war, titriert. Der 
Versuch wurde wiederholt; nur wurde hierbei Pyridin durch Methanol 
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ersetzt. Bei einem dritten Versuch wurden ebenfalls 25 mg des in 
Methanol gelésten Komplexes oxydativ mit waBr. n/100-K,Fe(CN), 
titriert. Das gleichzeitig beobachtete Spektrum zeigte keine Anderung 
wihrend der Titration. Das Titrationsergebnis zeigt Abb. 2. 

Die Potentialkurven zeigen, da8 die typischen Titrationskurven nur 
mit einem Reduktionsmittel zu erhalten waren, wihrend ein Verbrauch 
des Oxydationsmittels nicht festgestellt werden konnte. Dies beweist 
eindeutig die Dreiwertigkeit des Eisens in dem titrierten Komplex, der 
bei 650 my absorbiert, wahrend der auBerordentlich unbestandige zwei- 
wertige Komplex auch bei 650 my absorbiert. Wie im Hamin/Ham- 
System ist auch hier das dreiwertige Eisen das weitaus stabilere. Im 
Gegensatz zur Titration in Pyridin, wo wie beim Himin gute Potential- 
konstanz bestand, triftete das Potential in Alkohol, wenn man nicht 
schnell genug arbeitete, wieder in Richtung des Ausgangspotentials zu- 
riick. Damit ist gezeigt, dai analog der Himochromogenbildung die 
Stickstoffbase die zweiwertige Stufe des Eisen-Phiophytins stabilisiert, 
und zwar durch Anlagerung an das Eisen in 5. und 6. Koordination. 
Das Eisen-Phaophytin unterscheidet sich daher in elektrochemischer 
Hinsicht, seiner spektralen Verinderlichkeit und der Komplexaktivitat 
der zweiwertigen Stufe (Analogon zur Himochromogenbildung) prak- 
tisch in nichts vom Himin/Haim-System. 

d) Die Entfernung des Eisens aus dem Eisen-Phiaiophy- 
tin: H. Fischer und H. Orth? schreiben beziiglich des Austausches 
des Eisens in den eisenhaltigen Chlorophyliderivaten gegen Wasserstoff 
folgendes: ,,Das Eisen kann aus dem Komplexsalz auf verschiedene 
Weise entfernt werden. Milde Mittel sind Ferroacetat-Kisessig und kon- 
zentrierte Salzsiure in der Kilte. Dabei kénnen die freien Chloro- 
phyll-Derivate zuriickgewonnen werden.‘ Sie empfehlen noch andere 
Methoden, die aber die Chlorophyllderivate sekundir verandern. 

Wir haben den Austausch sowohl mit Eisen(II)-acetat-Eisessig als 
auch mit Ameisensiure-Eisenpulver versucht, jedoch ohne Erfolg, ob- 
wohl diese Mittel das Eisen aus dem Hamin entfernen. Auch die Ascorbin- 
siure als Reduktionsmittel an Stelle der Eisen(II)-Salze versagte hier. 
Bei allen Versuchen, das Eisen wieder durch Wasserstoff zu ersetzen, 
bei denen auBer den Substanzen und Milieu auch noch Temperatur und 
Belichtung in mannigfacher Weise variiert wurden, ist das spektro- 
skopisch gut nachweisbare, rot fluoreszierende Phiophytin in keinem 
Falle auch nur spurenweise zuriickerhalten worden. Der Eisenkomplex 
hat sich als so bestandig erwiesen, daf} er nur unter Verainderung des 
organischen Teils das Eisen wieder frei gibt im Gegensatz zum Ham, 
welches Protoporphyrin liefert. 


OL ca: 40, 2; Ss: 332. 
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C. Versuche, die Diskrepanz zwischen unseren Arbeiten 
und denen anderer Autoren aufzukliren 


Die Verschiedenheiten unserer Ergebnisse gegeniiber denen anderer 
Autoren erklaren sich aus der verschiedenen Darstellungsweise. Kocht 
man nach Kunz‘ oder Aschkinasi® eine Lésung von Phaophytin in 
Eisessig mit EKisenpulver kurze Zeit unter RiickfluB, so zeigt die nach 
dem Absetzen blaugriine, klare Lésung die Absorptionsbande bei 650 my. 
Nach eintaégigem Stehenlassen an der Luft hat sich die Bande nach 
610 my verschoben. Von den vielen Versuchen, die zur Kennzeichnung 
des Unterschiedes unserer Substanz von derjenigen der anderen Autoren 
unternommen wurden, seien hier noch drei erwahnt: 


a) Als die Lésung des Phiophytins in Eisessig zu einer Lésung von 
Eisen(II)-acetat, das in der Reaktionslésung selbst erzeugt worden 
war, gegossen wurde, wies die nach dem Ausschiitteln des Eisenkom- 
plexes und dem Auswaschen des Extraktes mit Wasser erhaltene 
Lésung ein Absorptionsmaximum bei 630 my auf. 

b) Nimmt man die von Weller und Livingston!'! beschriebene 
Aufspaltung des Seitenringes V durch Einwirkung von Aminen auch mit 
unserem Eisen-Phaiophytin-Komplex vor, so beobachtet man bei dem 
Reaktionsprodukt mit gedffnetem isocyclischem Ring ebenfalls eine Ab- 
sorption bei 630 my in alkoholischer Lésung. Es stimmt also hierin mit 
dem stabilen Photoprodukt von Aschkinasi und mit dem dreiwertigen 
Kisen-Phiophytin von Kunz tiberein. 

c) Das von uns in alkoholischer FeCl,-Lésung hergestellte Produkt 
wurde mit Salzsiure angesiuert und 1, Stde. unter RiickfluB gekocht. 
Die Lésung bekam eine starkere Absorptionsbande bei 610 mu, wahrend 
die bei 650 my nur noch schwach sichtbar blieb. Durch diese Versuche 
ist bewiesen, daB bei den friiheren Autoren Verainderungen des Grof- 
ringsystems, nicht aber nur ein Wertigkeitswechsel stattgefunden haben 
muB. Kunz hatte ein pulverférmiges Eisen-Phiophytin erhalten. Da 
nach H. Fischer aber alle Phytol enthaltenden Verbindungen wachs- 
artig sind, muB er das Phytol durch seine Eisessig-Hitze-Methode ab- 
gespaltet haben. Die gleiche Verseifung muB sich dann auch mit der 
Methylester-Gruppe vollzogen haben, was, wie beim Acetessigester, die 
Decarboxylierung der mit der Ketogruppe konjugierten Gruppe zur 
Folge hat. 

Saimtliche Ergebnisse unserer vorliegenden Arbeit beweisen, daB die 
spektralen Unterschiede der in der Literatur beschriebenen Eisen-Phao- 
phytin-Komplexe nicht, wie bisher angenommen wurde, durch den 
Wertigkeitswechsel des Eisens, sondern durch chemischen Eingriff in 
das Ringsystem bedingt sind. 


1 A, Weller u. R. Livingston, J. Amer. chem. Soc. 76, 1575 [1954]. 
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Zusammenfassung 


LaBt man Phéophytin mit Eisen(II)-chlorid in alkoholischer Lésung 
stehen, so entsteht ein wachsartiger Stoff mit einer Bande bei 650 my, 
der als ein dem Chlorophyll analoger Eisen-Phaiophytin-Komplex auf- 
gefaBt wird. Dieser verhalt sich spektral, komplexchemisch und elektro- 
chemisch wie das Him/Hamin-System; wie die spektroskopische Unter- 
suchung ergab, erfolgt der Eintritt des Eisens irreversibel. 


Summary 


If an alcoholic solution of phaeophytin and ferrous chloride is 
allowed to stand, some wax-like material results with a line at 650 my. 
This material is assumed to be an iron-phaeophytin complex analogous 
to chlorophyll. The former behaves similar to the heme-hemin system sp 
in its spectrum, in its electrochemistry, and as a complex. Spectroscopic m: 
investigations showed that the introduction of iron is irreversible. } 
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Untersuchungen tiber Hydroxylierungen 
an Phenylalkylderivaten durch Ascorbinsaure 
Von 


F. Schmidt und W. Klinger 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitiit Jena 
(Direktor: Prof. Dr. B. Zorn) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. August 1957) 


Eine Umwandlung von 4-Hydroxyphenyl-alkylaminen in die ent- 
sprechenden 3.4-Dihydroxyphenyl-alkylderivate kann auf nicht-enzy- 
matischem Wege durch UV-Bestrahlung oder durch Ascorbinsiiure er- 
reicht werden. 

Konzett und Weis! haben durch Bestrahlung eine Umwandlung von 
Sympatol in Adrenalin wahrscheinlich machen kénnen. In gleicher Weise konnten 
Holtz und Credner? wa8rige Tyraminlésungen in 3-Hydroxy-tyramin iiber- 
fiihren. Die Umwandlung war aber auch dann moéglich, wenn Tyraminlésungen 
in Gegenwart von Ascorbinsiure mit Sauerstoff (AS/O,) durchstro6mt wurden*’, 
Diese Oxydation soll durch das intermediire Auftreten von Wasserstoffperoxyd 
erméglicht werden. Der gleiche Reaktionschemismus wird auch fiir die von Abder- 
halden* beobachtete Entstehung von Dihydroxyphenylalanin aus Tyrosin in 
Gegenwart von Ascorbinsiure (AS) vermutet?. Diese interessante Leistung der AS 
wurde jedoch erst in den letzten Jahren naiher untersucht. Udenfriend, Clark, 
Axelrod und Brodie® konnten aromatische und heterocyclische Verbindungen 
an elektronegativen Stellen durch AS in Gegenwart von Fe*® oder Fe*® und 
O, bzw. H,O, hydroxylieren. Sie erhielten bei ihren Versuchen mit haufig 
angewendeten Pharmaka dieselben Hydroxyverbindungen, die vom Tierkérper 
mit Schwefel- oder Glucuronsiiure gepaart ausgeschieden werden. Da fir die 
Hydroxylierung von kérperfremden Stoffen keine vorgebildeten Enzyme erwartet 
werden kénnen, nahmen Axelrod, Udenfriend und Brodie‘ an, dab die gleichen 
Hydroxylierungen durch Ascorbinsiure auch im tierischen Organismus stattfinden. 

Tierversuche bestiitigten diese Annahme. Die Halbwertszeit von Acetanilid, 
Anilin und Antipyrin im Blutserum von skorbutkranken Meerschweinchen war 
deutlich verlingert und normalisierte sich erst durch AS-Gabe. Die gleichen Unter- 
sucher konnten auch den schon 1944 von Beyer, Stutzman und Halford?’ er- 
hobenen Befund bestitigen, dafS bei C-Avitaminosen schnellere und tiefere Nar- 
kosen eintreten. 


1H. Konzett u. W. Weis, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 198, 440 [1939]. 

2 P. Holtz u. K. Credner, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 202, 150 [1943]. 

3K. H. Beyer, J. Pharmacol. exp. Therapeut. 76, 149 [1942]. 

4 E. Abderhalden, Fermentforschung 15, 522 [1938]. 

5 §. Udenfriend, ©. T. Clark, J. Axelrod u. B. B. Brodie, J. biol. 
Chemistry 208, 731 [1954]. 

6 J. Axelrod, 8S. Udenfriend u. B. B. Brodie, J. Pharmacol. exp. Thera- 
peut. 111, 176 [1954]. 

7 K. H. Beyer, J. W. Stutzmann u. B. Halford, Surgery, Gynecol. Ob- 
stetr. 79, 49 [1944]. 
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Die bisher mitgeteilten Ergebnisse iiber eine Wirkungssteigerung 
einiger sympathikomimetischer Amine nach Einwirkung von AS/O, 
sind im wesentlichen mit Hilfe biologischer Teste gewonnen worden. 
Bei diesem Vorgehen konnte naturgemi8 nicht mit Sicherheit auf eine 
Identitat der entstandenen Verbindungen geschlossen und andere gleich- 
zeitig stattgefundene Reaktionsméglichkeiten nicht erfaBt werden. In 
eigenen Versuchen sollte die Hydroxylierung an einigen biochemisch 
interessierenden Phenylalkyl- und Phenylalkanolaminen und schlieB- 
lich auch an Phenylalanin mit der von Brodie u. a.° angegebenen Ver- 
suchsanordnung untersucht werden. Die Identifizierung der Reaktions- 
produkte sollte durch geeignete papierchromatographische Trennver- 
fahren moglich sein. Folgende Reihen wurden untersucht: 


1. Phenylathylamin-Tyramin-Hydroxytyramin 

. Phenylithanolamin-Norsym patol-Noradrenalin 
. Sympatol-Adrenalin 

. Phenylalanin-Tyrosin-Dopa 


bo 


me 


Methodik 


Die Ansiitze enthielten in 100 ml 0,l-m. Phosphatpuffer (py 6,7), 0,983 g 
reine AS, 1,443 g FeSO,-7H,O, 0,758 g Athylendiamintetraessigsiure (Trilon B) 
und jeweils 0,4.g Phenylalkylderivat. Im Verlauf der Versuche erwiesen sich der 
Phosphatpuffer und die Athylendiamintetraessigsiiure als entbehrlich fiir die 
Hydroxylierung; dagegen stérten sie die chromatographische Analyse des Re- 
aktionsgemischs erheblich und wurden schlieBlich weggelassen. Die derart be- 
schickten Waschflaschen wurden im Thermostaten bei 37° 2 Stdn. mit reinem 
Sauerstoff durchperlt ; die Durchleitungszeit wurde jedoch bis zu 9 Stdn. ausgedehnt, 
wenn die chromatographische Analyse die erwarteten Reaktionsprodukte nicht mit 
Sicherheit nachzuweisen gestattete. Nach Beendigung jedes Versuches lieBen wir 
die triibe Lésung sich absetzen und trugen von der iiberstehenden klaren Fliissigkeit 
0,005 —0,02 ml auf Chromatographiepapier (Schleicher & Schiill 2043b) zur Analyse 
auf. Es wurde bei Raumtemperatur aufsteigend bis zu einer Steighéhe von durch- 
schnittlich 25 cm, absteigend bis zu 35 cm chromatographiert. Kontrollchromato- 
gramme in den entsprechenden Konzentrationen liefen jeweils parallel. Als Lésungs- 
mittel wurde zur Trennung der Amine Sympatol und Adrenalin die obere Phase 
eines Gemisches aus n-Butanol-Eisessig-Wasser (4: 1: 5) benutzt. Fiir die Pheny]- 
alaninoxydationsreihe, desgleichen fiir die Hydroxylierungsreihen von Phenyl- 
ithylamin und Phenylithanolamin verwendeten wir n-Butanol-Eisessig-Wasser 
(4:1:1). Auf quantitative Bestimmungen wurde zuniichst aus methodischen 
Griinden verzichtet® ; aus der Intensitét und Gréfie der Flecke wurde nur vergleichs- 
weise auf Mengenverhiltnisse geschlossen. Zur Sichtbarmachung der Substanzen 
auf dem Papier benutzten wir parallel mehrere Farbreaktionen: 1. Die Ninhydrin- 
reaktion. 2. Bespriihen mit 1.2-Nitroso-naphthollésung (0,1-proz. in Athanol) und 
anschlieBende Behandlung der Bogen mit 10-proz. Salpetersiiure. Mit diesem Rea- 
genz lassen sich unter Rotfirbung nur 4-Monohydroxyphenylabkémmlinge dar- 
stellen®1®, 3. Fiir den Nachweis der 3.4-Dihydroxyphenylkonfiguration fand die 
von James! angegebene Oxydation mit 0,44-proz. Kaliumcyanoferrat(III)- 
Lésung in 0,2-m.Phosphatpuffer (pH 7,8) Verwendung. Brenzcatechinderivate 


8 FE. Kofrény, diese Z. 299, 129 [1955]. 
® A. Breustedt, Dissertat. Jena, 1956. 

10 F. Schmidt u. A. Breustedt, Z. analyt. Chem. (i. Druck). 
1 W.O. James, Nature [London] 161, 851 [1948]. 
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firben sich hierbei rot (Adrenalin, Noradrenalin) oder blaurot (Hydroxytyramin). 
4. Zur Unterscheidung von Monohydroxy- und Dihydroxyphenylderivaten wurde 
eine von James und Kilbey?? zur Unterscheidung von Sympatol und Adrenalin 
empfohlene Farbreaktion mit diazotiertem p-Nitranilin henutzt. Hierbei erscheint 
Adrenalin dunkelblau und Sympatol dunkelrot. Dariiber hinaus konnten wir mit 
dem gleichen Entwickler auch andere Phenylalkylamine gut darstellen. Tyramin 
fiirbte sich braun, Hydroxytyramin olivgriin, Phenylithanolamin blauviolett, Nor- 
sympatol braunrot und Noradrenalin griinblau. 


Versuchsergebnisse 


Aus Phenylathylamin konnten wir selbst nach 9stdg. Inkubation 
mit Eisenionen und AS/O, keine Tyraminbildung nachweisen, dasegen 
fanden wir Spuren von Hydroxytyramin. Eine Desaminierurg des 
Phenylathylamins scheint zumindest teilweise stattgefunden zv haben, 
da die Intensitaét des Ninhydrinflecks nach dem Versuch geringer war. 
Eine Desaminierung mit nachfolgender Hydroxylierung des aroma- 
tischen Kerns, etwa zu Tyrosol, hat nicht stattgefunden, da keine 
1.2-nitrosonaphtholpositive Reaktion erhalten werden konnte. Dagegen 
erhielten wir aus Tyramin in allen Versuchsansaitzen 3-Hydroxy-tyr- 
amin. Die fragliche Verbindung zeigte den gleichen Py-Wert wie die 
gleichzeitig mitgelaufenen Kontrollchromatogramme und gab gleich- 
falls Rotfarbung nach Behandceln mit Kaliumcyanoferrat(III). Im 
Gegensatz zu Phenylithylamin hat hierbei keine Desaminierung etwa 
zu Tyrosol bzw. p-Hydroxy-phenylessigsiure stattgefunden. 

Die Bildung von Adrenalin aus Sympatol und von Noradrenalin 
iiber Norsympatol aus Phenylathanolamin lieB sich durch Ry-Werte, 
insbesondere aber durch Vergleich mit Kcntrollchromatogrammen und 
den oben angegebenen Farbreaktionen iiberzeugend nachweisen. Bei 
all diesen Verbindungen hat wiederuri keine Desaminierung statt- 
gefunden, da keine weiteren Substanzen auf den Chromatogrammbogen 
nachgewiesen werden konnten. Eine Adrenalinbildung scheint auch 
durch Fe®® allein ohne die Anwesenheit von AS bewirkt zu werden. 
Doch ist die gebildete Adrenalinmenge weit geringer. 

Weiterhin wurde durch das Modellsystem eindeutig Phenylalanin 
zu Tyrosir. und dieses weiter in Bestitigung der Befunde von Abder- 
halden‘, Schaaf}? und van Arnam und Jones" zu Dopa hydroxy- 
liert. DaB aus dem Phenylalanin wirklich Tyrosin und weiter 3.4-Di- 
hydroxy-phenylalanin entstanden ist, kann als sicher gelten, da nach 
Lam boog” das Partridge-Gemisch die verschiedenen Dihydroypheny]l- 
alanine bei geniigend langer Laufzeit deutlich trennt. 

Die oben geschilderten Ergebnisse veranschaulicht die Abbildung. 

Um die Bedeutung der einzelnen Komponenten im angewandten 
Modellsystem abschitzen zu k6nnen, wurden wechselweise einzelne 

2 W.O. James u. ® N. Kilbey, J. Pharmacy Pharmacol. 4, 631 [1952]. 
13 F. Schaaf, Helv. chim. Acta 18, 1017 [1935]. 

14C, Cr. van Arnum u. K. K. Jones, J. invest. Dermat. 11, 11 [1948]. 

15 J.P. Lamboog, J. Amer. chem. Soc. 76, 133 [1954]. 
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Komponenten weggelassen. Ein Vergleich der Chromatogramme zeigte, 
daB der Phosphatpuffer wie auch Trilon B keinen wesentlichen Einfluf: 
auf die Hydroxylierung ausiiben, daf auch bloBe Spuren von Schwer- 
metallionen die Oxydation zu katalysieren vermégen; ferner zeigte ein 
weiterer Versuch, daB Fe?® durch Cu” ersetzt werden kann. 





Start Start Start Start 
See SRS Sa SR ae 





O 


9 
010 


O 


0 Q 


olo 
Q 
Qi010 


@S 

SS cS -S 
(ery 
Q 

Gy Gag Gc 






































Fron Front A Front 
A 8 c 0 
MaBstabgerechte Abbildung der Chromatogramme. 
I und II = Versuchsansitze, III = Kontrollchromatogramme 
A = Hydroxylierung von Phenylithylamin(I) und Tyramin(IT) 
1 = .Phenylathylamin Lésungsmittelgemisch : 
2 = Tyramin Butanol — Eisessig — Wasser = 4:1: 1 
3 = Hydroxy-tyramin 
B = Hydroxylierung von Phenylithanolamin(I1) und Norsympatol(I1) 
] Phenylithanolamin Lésungsmittelgemisch: 





2 me Norsympatol Butanol — Eisessig — Wasser = 4:1:1 
3 = Noradrenalin 
C = Hydroxylierung von Sympatol 
1 = Sympatol Lésungsmittelgemisch : 
2 = Adrenalin Die obere Phase von 


Butanol — Eisessig — Wasser = 4:1:5 
D = Hydroxylierung von Phenylalanin(I) und Tyrosin(II) 


1 = Phenylalanin Lésungsmittelgemisch : 
2 = Tyrosin Butanol — Eisessig — Wasser = 4:1:1 
3 = Dopa 


Besprechung der Ergebnisse 


Barron, De Meio und Klemperer’® fanden als Endprodukte 
dieser Autoxydation Oxalsiure und L-Threonsiure. Unsere Versuche 
bestatigen diesen Befund nicht: Auf den Chromatogrammen zeigten 
sich deutlich 3 reduzierende Substanzen, die sich mit AgNO,/NH, ent- 
wickeln lieBen. Oxalsaiure bildet bei den angewandten Lésungsmitteln 
keinen Fleck, sondern eine spitz ausgezogene StraBe. Auch die Analyse 


16 E.S. Cr. Barron, R. H. De Meio u. F. Klemperer, J. biol. Chemistry 
112, 625 [1935/36]. 
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des Gemisches Phosphatpuffer-FeSO ,-Ascorbinsaiurespaltpdoukte ergab, 
daB die oxydative Zerstérung der Ascorbinsaure iiber die Stufe Oxal- 
siure/L-Threonsaure fortgeschritten sein muBte. Einer Aufklirung dieser 
Spaltprodukte sollen weitere Untersuchungen dienen. 

Die gefundene Desaminierung von Phenylathylamin steht im Ein- 
klang mit den Untersuchungen von Beyer’, wonach Amine ohne 
Hydroxylgruppe am aromatischen Ring durch das AS-System desami- 
niert werden. Neben dieser iiberwiegenden Desaminierung muB aber in 
Spuren eine Hydroxylierung zu Tyramin und zugleich weiter zu Hydroxy- 
tyramin erfolgt sein. Die Umwandlung von Tyramin zu Hydroxytyramin 
mittels AS/O, konnte dagegen einwandfrei nachgewiesen werden. Diese 
Untersuchung bestiatigt die Ergebnisse von Beyer® und Holtz und 
Credner*. Die p-stindige Hydroxylgruppe verhindert in diesem Fall 
wahrscheinlich eine Stickstoffabspaltung oder, was wahrscheinlicher ist, 
wird das Wasserstoffatom in 3-Stellung durch die nachbarstindige OH- 
Gruppierung aufgelockert und kann leichter substituiert werden. Das fiir 
Phenylaithylamin Gesagte gilt nicht fiir Phenylaithanolamin, da diese 
Verbindung leicht zu Norsympatol und weiter zu Noradrenalin um- 
gewandelt werden konnte. Wahrscheinlich hangt das AusmaB der Kern- 
hydroxylierung auch vom Vorhandensein von Hydroxylgruppen an der 
aliphatischen Kette ab. 

Unsere Versuche ergaben weiterhin, da8 im Falle des Phenylalanins 
gleichfalls eine Hydroxylierung zu Tyrosin stattgefunden hat. Eine Des- 
aminierung des Phenylalanins mit gleichzeitiger Kohlendioxydabspal- 
tung, wie sie von Abderhalden*!” gefunden worden ist, konnten wir 
nicht bestatigen. Auch unter den von uns beschriebenen Reaktions- 
bedingungen lassen sich papierchromatographisch keine Spaltprodukte 
nachweisen (Ammoniak nur in Spuren). Unter der Einwirkung von 
AS/O, findet eine Weiterhydroxylierung zu Dopa statt. Offenbar stabili- 
siert die Carboxylgruppe die Aminogruppe und schiitzt sie so vor einer 
Abspaltung. 

DaB Phenylalanin zu den essentiellen Aminoséiuren gehért, nicht 
dagegen Tyrosin, da es aus Phenylalanin gebildet werden kann, ist lange 
bekannt. Udenfriend und Cooper® fanden das entsprechende Enzym- 
system in der Leber. Demnach miiBten die Pigment- und Pressor-Amin- 
bildenden Organe Tyrosin als Ausgangsmaterial aus dem zirkulierenden 
Tyrosin beziehen. Nun ist aber der hohe AS-Gehalt eben dieser Organe 
auch schon seit langem bekannt, und unsere Ergebnisse legen eine 
direkte Phenylalaninverwertung dieser Organe mit Hilfe der AS nahe, 
wobei die Beteiligung von Enzymen noch offen bleiben muB. 

Der Bildung von Dopa aus Phenylalanin auf diesem Wege kommt 
auch insofern eine Bedeutung zu, als Dopa die Muttersubstanz von 
Noradrenalin bzw. Adrenalin darstellt}®. 


4a? EB, Abderhalden, Fermentforschung 15, 360 [1937]. 
18 §. Udenfriend u. J. R. Cooper, J. biol. Chemistry 194, 503 [1952]. 
19 R. P. Hagen u. A. D. Welch, Recent Progr. Hormone Res. 12, 27 [1956]. 
3* 
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Erwartungsgem4B lieB sich Sympatol leicht in Adrenalin iiberfihren. 
Dieses Ergebnis bestiatigt den Befund von Holtz und Credner?. Es 
scheint, daB sich diese Umwandlung auch in vivo vollzieht, da ein im 
Verhaltnis zum Adrenalin langsamerer Wirkungseintritt und die langere 
Wirkungsdauer des Sympatols so gedeutet werden kénnte. 

Angaben tiber den naiheren Reaktionsmechanismus lassen sich bis 
jetzt kaum machen. Gesichert erscheint nur der Valenzwechsel des kata- 
lytisch wirkenden autoxydablen Schwermetallions sowie das inter- 
mediare Auftreten von H,O,?°. 

Den Firmen Hoffmann-La Roche A.G., Grenzach, Fluka A.G., Basel, und 


Byk-Gulden, Konstanz, danken wir fiir die freundliche » Uberlassung von Phenyl- 
ithylamin, Pheny lathanolamin, Tyramin, Hydroxytyramin und Norsympatol. 


Zusammenfassung 


Die Hydroxylierung durch Ascorbinsiure/Sauerstoff erfolgt bei 
Phenylalkanolaminen zu den entsprechenden 4-Hydroxy- bzw. 3.4-Di- 
hydroxyphenylderivaten, bei Phenylalkylaminen jedoch nur dann, wenn 
in p-Stellung schon eine Hydroxylgruppe vorhanden ist. Phenylalanin 
wird in Tyrosin und Dopa umgewandelt. 

Die Abhangigkeit der Hydroxylierung von der Konstitution der 
untersuchten Verbindungen wird aufgezeigt. 


Summary 


When phenylalkanolamines are hydroxylated with oxygen and 
ascorbic acid, 4-hydroxy- and 3.4-dihydroxyphenyl derivatives result. 
Phenylalkylamines, however, yield these corresponding derivatives only 
provided one hydroxyl group in para-position is already present. Pheny]- 
alanine is transformed into tyrosine and dopa. 

The dependence of the hydroxylation on the constitution of the 
investigated compounds is elucidated. 

20 P. Holtz u. Cr. Triem, diese Z. 248, 5 [1937]; H. J. Kauffmann, J. 
Amer. chem. Soc. 78, 4311 [1951]. 
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Weitere Untersuchungen iiber das Stoffwechselverhalten 
einiger aromatischer und hydroaromatischer 
Mono- und Dicarbonsauren 
Von 
Karl Bernhard und Robert Viret 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Basel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 31. August 1957) 


In vielen Fallen kénnen Untersuchungen iiber das Schicksal so- 
genannter kérperfremder Verbindungen zu wertvollen Informationen 
iiber die chemischen Leistungen der Zelle fiihren und dariiber hinaus 
fiir den Abbau normaler Bestandteile der Nahrung mitunter wichtige 
Hinweise ergeben. Im Anschlu8 an friihere Arbeiten tiber das zumeist 
verschiedene Verhalten aromatischer gegeniiber entsprechenden hydro- 
aromatischen Verbindungen im Stoffwechsel haben wir eine Reihe ein- 
facher Mono- und Dicarbonsduren in kleinen wiederholten Dosen 
an Hunde verfiittert und den Harn auf mégliche Ausscheidungsprodukte 
gepriift. Wir hofften, dabei weitere Dehydrierungen hydroaromatischer 
Ringe nachweisen oder oxydative Ringéffnungen aufzeigen zu kénnen!. 

Die o-, m- oder p-Tolylessigsiuren, CH,-C,H,-CH,-CO,H, konn- 
ten alle mit Glykokoll gepaart als Tolylacetursiuren, CH,-C,H,: 
CH,°CO-NH-CH,°CO,H, im Harn aufgefunden werden, wobei die Aus- 
beuten 74,5, 54,3 und 70,2% betrugen. Diese Paarung findet bei den 
entsprechenden hydrierten Verbindungen, also bei der Hexahydro-o-, 
bei der Hexahydro-m- und bei der Hexahydro-p-tolylessigsaiure 
(CH,°C,H,,°CH,-CO,H) nicht statt. Die drei Substanzen traten vielmehr 
zu 31,5, 43,0 und 27,6% unveraindert auf. Dehydrierungsprodukte lieBen 
sich nicht nachweisen. Wahrscheinlich kénnen diese hydroaromatischen 
Sauren durch oxydative Ringéffnung weitgehend abgebaut werden. 

Die B-o-Tolyl-propionsaiure, CH,-C,H,-CH,-CH,-CO,H, wurde 
zu 21,2 und 20,4% als o-Tolylpropionursaure, CH,-C,H,-CH,-CH,: 
CO-NH-CH,:CO,H, also mit Glykokoll gepaart, dabei aber zu 4,3 und 
3,6% auch unverandert ausgeschieden. Die 8-m-Tolyl-propionsaure 


K. Bernhard und H. Caflisch- Weill, Helv. chim. Acta 28, 1697 [1945]; 32, 625 
[1949]. 
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(CH;-C,H,-CO,H), die 6-p-Tolyl-propionsaure 68,7% p Toluyl- 
siure. Von den entsprechenden hydrierten Verbindungen fiihrte die 


Hexahydro-f-o-tolyl-propionsaure, 


CH,-C,H,,°CH,-CH,-CO,H., 


zu 25,1% Hexahydro-o-toluylsiure, CH,-C,H,,CO,H, und die 
Hexahydro-f-m-tolyl-propionsadure zu 27,0% m-Toluylsaure. 
Die Hexahydro-f-p-tolyl-propionsiure wurde zu 15,5% als 
Hexahydro-p-toluylsaure, zu 19,1°% als Tetrahydro-p-toluyl- 
siure, CH,-C,H,CO,H, und zu 7,6% als p-Toluylsaiure aus- 


geschieden. 


Die drei isomeren Homophthalsaiuren (C,H,(CO,H)-CH,:CO,H) 
und die drei Phenylendiessigsiuren (C,H,(CH,-CO,H),) wurden 
nach Fitterung in den aus Tab. 1 ersichtlichen Mengen im Harn un- 


Tabelle 1. 





Verfiitterte Saiure 


Im Harn in % 
der appl. Menge 








aufgefunden 
Homophthalsiure ............. 85,1 
Homoisophthalsiure .........2... 77,5 
Homoterephthalsiure. ....... 91,8 
Phenylen-o-diessigsiure. . . ....... 32,2 
Phenylen-m-diessigsiure ..... . 41,0 
Phenylen-p-diessigsiure. ...... . 29,0 


verandert aufgefunden. Auch die ihnen entsprechenden hydroaromati- 
schen Verbindungen konnten wir, wie Tab. 2 zeigt, in einem groBen 
AusmaBe wieder aus dem Harn isolieren. 


Tabelle 2. 





Verfiitterte Siure 


Im Harn in % 
der appl. Menge 








aufgefunden 
Hexahydro-homophthalsiure ........ 71,0 
Hexahydro-homoisophthalsiure ....... 78,4 
Hexahydro-homoterephthalsiiure. . . . 83,4 
Hexahydro-phenylen-o-diessigsiure. . . . . . 78,0 
Hexahydro-phenylen-m-diessigsiure .... . 63,0; 68,0 
Hexahy dro-phenylen-p-diessigsiiure. . 76,6 


Wir haben ferner einige phenylsubstituierte alkylierte Malonsiéuren 
in unsere Untersuchung einbezogen (Tab. 3) und ihr Verhalten mit dem- 
jenigen der entsprechenden hydroaromatischen Verbindungen ver- 


glichen. 
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Tabelle 3. 
Im Harn in % 
Verfiitterte Siure der appl. Menge 
aufgefunden 
Benzyl-malonsiure, CgH;-CH,-CH(CO,H)p ........ 45,2 
[£-Phenyl-athyl]- malonsiure, "C,H; -CH,: CH: -CH(CO,H), . . 59,5 
[y-Phenyl-n-propyl]]-malonsaure, 
C,H,-CH,-CH,-CH,-CH(CO,H), ........... 47,1 
[6-Phenyl-n-buty] ]-malonsaure, 
H,-CH,-CH,-CH,°CH,-CH(CO,H), ......... 12,0 
[Hexahydrophenyl-methy]]-malonsaure, 60.3 
Co CRgCH(CO), 2 tt ttt es 2 
[B- Hexahydropheny 1-éthyl]-malonsaure, 67.2 
C,H,;"CH,-CH,-CH(CO,H), ......-..-.-.-+--s . 
[y- Hexaliydrophenyl n- propyl ]- malonsiure, 0 
C,H,,-CH,-CH,-CH,-CH(CO,H), ........-.-. 


Diskussion der Ergebnisse 


Die gepriiften Verbindungen, aromatische bzw. hydroaromatische 
Mono- und Dicarbonsiuren, fiihrten, in kleinen Dosen mit einem nor- 
malen Futter an Hunde verabreicht, in keinem Falle zu irgendwelchen 
St6rungen. Nachdem sie alle gut lésliche Natriumsalze bilden, durfte 
ihre weitgehende Resorption als gesichert gelten. 

Die isomeren Tolylessigsiuren wurden im Hundeorganismus wie die 
Phenylessigséure? mit Glykokoll gepaart. Die Methylgruppe scheint dies- 
beziiglich ohne EinfluB zu sein oder sich vielleicht héchstens bei dem 
m-Isomeren auszuwirken, da die Ausbeute an m-Tolyl-acetursaure hinter 
derjenigen der o- und p-Verbindung merklich zuriickbleibt. 

Die entsprechenden hydrierten Verbindungen treten im Harn alle 
unveradndert auf. Der hydroaromatische Ring diirfte einer Glykokoll- 
Paarung hinderlich sein, andererseits aber den Abbau férdern, indem die 
Hexahydro-o- und die Hexahydro-p-Verbindung nur noch im AusmaBe 
von einem Drittel, die m-Verbindung zur Halfte im Harn wieder auf- 
gefunden wurden. Dehydrierungen traten im Gegensatz zum Verhalten 
der Hexahydro-m-toluylsiure, welche in m-Toluylsdure tibergeht?, nicht 
ein. Eine geringfiigige Verlangerung der Seitenkette geniigt, um das 
Substrat der Einwirkung der Hexahydro-benzoesidure-Dehydrase zu ent- 
ziehen oder das Enzym zu hemmen, und damit die Aromatisierung zu 
verhindern. 

Von den f-Tolylpropionsiuren wird nur die f-o-Tolyl-propionsaure 
gepaart. Zwei Fiitterungsversuche am selben Hunde ergaben neben wenig 
unverindertem Material annahernd gleiche Mengen, d.h. etwa ein 
Fiinftel o-Tolylpropionurséure. Bei den m- und p-Isomeren erfolgte in- 
dessen ein Abbau zu m- bzw. p-Toluylsaure, die, bezogen auf das Aus- 
gangsmaterial, zur Halfte bzw. zu zwei Dritteln auftraten. In Uber- 


"2K, Bernhard, diese Z. 248, 256 [1937]. 














Karl Bernhard und Robert Viret, Bd. 310 (1958) 





40 


einstimmung mit unseren friiheren Befunden? werden diese Toluylséuren 
vom Hunde entgegen anderen Angaben nicht mit Glykokoll gepaart. 
Wiahrend also offenbar die o-stiindige Methylgruppe die $-Oxydation 
hindert, iiben m- und p-Substituenten keinen solchen EinfluB aus. 

Die Hexahydro-f-o-tolyl-propionsiure konnte weder unverandert 
noch gepaart nachgewiesen werden, wir fanden aber durch Verkiirzung 
der Seitenkette gebildete Hexahydro-o-toluylsiure. Einen £-oxydativen 
Abbau erfuhr ebenfalls die Hexahydro--m-tolyl-propionsiure, indem 
intermediaér Hexahydro-m-toluylsiure und daraus durch véllige Aroma- 
tisierung die m-Toluylsiure entstand. Deren Menge betrug etwa ein 
Viertel der applizierten hydrierten Verbindung. Nach Gaben der Hexa- 
hydro-f-p-tolyl-propionsaure isolierten wir aus dem Harn neben Hexa- 
hydro-p-toluylsiure Tetrahydro-p- und auch p-Toluylsiure. Die De- 
hydrierung trat also auch in diesem Falle, aber erst nach 6-Oxydation 
der Seitenkette, in Erscheinung, was erneut darauf hinweist, daB offen- 
bar ein sehr spezifisches Enzym fiir diese Aromatisierung verantwort- 
lich ist, ‘ 

Von den verfiitterten Dicarbonsiuren erschienen die Homophthal- 
siure und ihre Isomeren und desgleichen die entsprechenden hydro- 
aromatischen Saéuren unveraindert im Harn und konnten in so hohen 
Ausbeuten daraus isoliert werden, daB die Annahme berechtigt ist, der 
Organismus vermége diese Verbindungen iiberhaupt nicht anzugreifen. 
Die Tatsache, daB auch die Hexahydrohomo-, -homoiso- und -homo- 
terephthalsaure nicht oxydiert werden, sind deutliche Hinweise, da8 nur 
der Stoffwechselversuch zu gesicherten Aussagen fiihren kann, denn 
theoretische Uberlegungen hitten hier oxydative Ringéffnung und sogar 
weitgehenden Abbau vermuten lassen. 

Die Phenylendiessigséuren diirften indessen bestimmt einem Abbau 
unterliegen, denn sie wurden aur zu 30—40°% unverindert ausgeschieden. 
Abbauprodukte, z.B. Dicarbonsiuren, die bei einer Ringdffnung zu er- 
warten waren, vermochten wir nicht nachzuweisen. Sonderbarerweise 
betrug in diesem Falle die Ausscheidung der hydrierten Saiuren etwa das 
Doppelte derjenigen der aromatischen Verbindungen. Die Hexahydro- 
phenylen-diessigsiiuren vermag der Organismus also in viel geringerem 
Mae anzugreifen. Zumeist liegen diese Verhiltnisse gerade umgekehrt, 
indem hydroaromatische Verbindungen einem Abbau leichter zuginglich 
sind als die aromatischen. 


Das Stoffwechselverhalten von alkylierten Malonsaéuren und Alkyl- 
bernsteinsiéuren haben wir in friiheren Versuchen gepriift* und Um- 
wandlungen der endstandigen Methylgruppen zu Carboxylgruppen, also 
die Entstehung von Tricarbonsiéuren nachweisen kénnen. Die Einfithrung 

3 F. Dickens, Brit. med. Bull. 4, 348 [1947]; C. T. Beer, F. Dickens und 
J. Pearson, Biochem. J. 48, 222 [1951] usw. 

4 K. Bernhard, diese Z. 269, 135 [1941]; K. Bernhard und H. Lincke, 
Helv. chim. Acta 29, 1457 [1946]. 
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des Phenylrestes fiihrt zu weitgehend schwer angreifbaren Verbindungen, 
indem Benzyl-, [f-Phenyl-athyl]- und [y-Phenyl-n-propyl]-malonsaure 
zur Halfte wieder unverandert eliminiert werden. Die [6-Phenyl-n-butyl]- 
malonsaure ist besser oxydierbar. Ein Ersatz des Phenylrestes durch den 
Cyclohexylrest férdert die unverainderte Ausscheidung im Falle der 
[Hexahydrophenyl-methy]]-malonséure und der [f-Hexahydrophenyl- 
athyl]-malonsaure. Die [y-Hexahydrophenyl-n-propy] ]-malonsaure konn- 
ten wir in zwei Versuchen im Harn, der auch keine Abbauprodukte 
enthielt, nicht mehr nachweisen. Offenbar tritt bei langerer Seitenkette 
die oxydative Aufspaltung des Cyclohexylringes und damit die Még- 
lichkeit eines vélligen Abbaues in Erscheinung. 


Beschreibung der Versuche 


Die untersuchten Verbindungen wurden auf Grund bekannter Verfahren 
oder in Anlehnung an solche synthetisiert und gelangten analysenrein zur Ver- 
wendung. 

Zu den Tierversuchen dienten zwei minnliche und ein weiblicher Bastardhund 
mittleren Gewichtes im Alter von 6—34 Monaten. Es wurde im allgemeinen wihrend 
10 Tagen tiglich 1 g der zu priifenden Verbindung in wiBriger, mit NaOH neutrali- 
sierter Lésung einem normalen Futter beigemischt. Aus Tab. 4 sind die pro kg 
K6rpergewicht und Tag applizierten Dosen und die zumeist wihrend 13 Tagen 
(dreitiigige Nachperiode) erhaltenen Harnmengen ersichtlich. 

Die Aufarbeitung des iiber Hyflo-Super-Cel filtrierten Harns begann mit seiner 
Konzentrierung im Wasserstrahlvakuum bei einer Temperatur des Bades von nicht 
iiber 40° auf etwa 1/1) des urspriinglichen Volumens. Die vereinigten Konzentrate 
wurden mit Salzsiiure angesiuert und in einem gut wirksamen Riihrextraktor er- 
schépfend mit Ather ausgezogen. Das Lésungsmittel haben wir abdestilliert und 
den meist braunen, dickfliissigen Riickstand bestimmt. Die weitere Aufarbeitung 
richtete sich nach den zu erwartenden Inhaltsstoffen. Das saure Harnkonzentrat 
wurde nach der dither. Extraktion sechsmal mit je 1000 m/ Essigester 2 Stdn. ge- 
schiittelt, der abgetrennte Ester-Auszug im Vak. eingeengt und der Riickstand 
untersucht. Die dunkelbraunen Extrakte behandelten wir meist in wiBriger Lésung 
mit Tierkohle und konnten vielfach beim Abkiihlen des filtrierten waiBrigen Aus- 
zuges die Siuren kristallin erhalten. Die mitgeteilten Ausbeuten beziehen sich auf 
diese oft in zahlreichen Fraktionen isolierten Mengen. Durch weitere Umkristalli- 
sation konnten sie analysenrein erhalten werden. Die Molekulargewic hte bestimmten 
wir potentiometrisch, wobei im allgemeinen 60—80 mg Saure, in 20 ml Athanol 
gelést mit NaOH titriert wurden. 

Tsolierungen von Stoffwechsel-Endprodukten aus gré8eren Harnmengen sind 
bekanntlich nicht immer einfach. Die erhaltenen kristallisierten Fraktionen stellen 
stets nur einen, allerdings wesentlichen Anteil der wirklich vorliegenden Substanz- 
mengen dar. Da spezielle analytische Bestimmungsmethoden in unseren Fiillen nicht 
vorlagen und ihre Ausarbeitung auch nicht beabsichtigt war, stellen die mitgeteilten 
Ausbeuten wohl eher minimale Werte dar, die in Wirklichkeit etwas héher liegen 
diirften. 

Alle Papierchromatogramme wurden aufsteigend in mit 1,5 n-NH, gesittigtem 
Butanol auf Whatman-Papier Nr. 1 ausgefiihrt. Es gelangten jeweils 30 y Siure 
als Ammoniumsalz zur Auftragung. Die Entwicklung erfolgte mit Merck Universal- 
nidikator bei px 8,5—9,0. 


Alle nihern Angaben sind aus der Dissertation R. Viret® ersichtlich. 


5 R. Viret, Dissertat. phil.-naturwiss. Fakt., Basel 1954. 
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Tabelle 4. 














Verfiitterte Substanz | . Harnmenge 
Bezeichnung mg/kg/die (Liter) 

o-Dolyieaeigeshe 2. 2 ww sae er 61,0 11,5 
-AOIVAPRRIOAMINO we 62,5 16,1 
p-Tolylessigsiure . . . Rpweiegsin. SSA S 62,2 15,9 
Hexahydro-o- tolylessigsiure Ve ee eee 53,8 11,9 
Hexahydro-m-tolylessigsiure . ......... 54,2 13,3 
Hexahydro-p-tolylessigsiure .......2.2.. 58,0 15,4 
f-o-Tolyl-propionsiure. . ........... 60,4 16,6 

58,8 11,2 
f£-m-Tolyl-propionsiure ............ 62,7 16,1 
4-p-Tolyl-propionsiure .... . Gwe 61,2 16,0 
Hexahydro-f-o-tolyl-propionsiure. ....... 56,5 11,2 
Hexahydro-f-m-tolyl-propionsiure ...... . 54,0 9,2 
Hexahydro-£-p-tolyl-propionsiure ....... 57,2 15,9 
Homophthalsiure. ....... oe ee ee 86,2 22,5* 
Homoisophthalsiure ........2..2.2.. 57,0 16,9 
Homoterephthalsiure ....... PRE, Bd: 57,2 16,2 
Hexahydro-homophthalsiure. ......... 72,8 14,5 
Hexahydro-homoisophthalsiure. ....... . 54,0 13,8 
Hexahydro-homoterephthalsiure .... . Aalts. 3 57,7 14,5 
Phenylen-o-diessigsiure .........2.2.. 73,8 21,3* 
Phenylen-m-diessigsiure . ....... fat ie 66,9 13,8 
Phenylen-p-diessigsiure .... . Toe ea ee 63,7 15,1 
Hexahydro-phenylen-o-diessigsiure . ..... . 67,8 15,0 
Hexahydro-phenylen-m-diessigsiure . . . . .. . 65,4 16,5 

60,1 9,7** 
Hexahydro-phenylen-p-diessigsiure . ..... . 61,5 15,3 
Benzyl-malonsiure ........ Sete eee 106,0 9,9 
[2-Phenyl-athy]]- malonsiure . . . . ee ee 83,0 8,9 
|y-Phenyl-n-propyl]-malonsiure ..... . si 88,0 9,2 
[ 6- Phenyl-n-butyl]-malonsaure . . Pires yess). 74,0 7,5 
| Hexahydrophenyl-methy]]- malonsiure ... . . 90,0 8,0 
| 8-Hexahydrophenyl-athyl]-malonsiiure .... . 98,0 8,0 
|yv-Hexahydrophenyl-n-propyl]-malonsiure. . . . 128,0 10,9 
|v-Hexahydrophenyl-n-propyl]-malonsiure. . . . 95,0 8,6 

* Harn von 18 Tagen ** Harn von 8 Tagen 
Zusammenfassung 


Bei der Verfiitterung einer Reihe von aromatischen und hydro- 
aromatischen Mono- und Dicarbonséuren an Hunde konnte meist ein 
verschiedenes Verhalten der aromatischen und der ihnen entsprechenden 
hydroaromatischen Verbindungen beobachtet werden. 

Wihrend die drei isomeren Tolylessigsiuren im wesentlichen als 
Tolylacetursiuren eliminiert werden, werden die Hexahydro-tolylessig- 
siuren nur zum Teil unverindert ausgeschieden, der Rest wird weit- 
gehend oder vollig abgebaut. 

Die Seitenkette der f-Tolyl-propionsiuren und Hexahydro-f-tolyl- 
propionsiuren wird f-oxydiert unter Bildung entsprechender Toluyl- 
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siiuren. Kine Ausnahme macht die f-o-Tolyl-propionsaure, die teils un- 
verandert, teils als o-Tolylpropionursaéure im Harn auftritt. 

Aromatisierungen lieBen sich nur dann feststellen, wenn wie im Falle 
der Hexahydro-f-m-tolyl-propionsdure die leicht zu m-Toluylsiure de- 
hydrierbare Hexahydro-m-toluylsaure als Intermediarprodukt entstand 
oder beim Abbau der Hexahydro-f-p-tolyl-propionsdiure zuerst Hexa- 
hydro-p-toluylsdure und daraus Tetrahydro-p-toluylsiure und p-Toluyl- 
siure gebildet wurden. 

Die isomeren Homophthalsaéuren und Hexahydro-homophthalsiuren 
wurden nach Fiitterung nahezu quantitativ wieder ausgeschieden. 

Die o-, m- und p-Phenylen-diessigsiuren lieBen sich im Harn nur zu 
einem Drittel nachweisen, wurden also merklich abgebaut. Die entspre- 
chenden hydroaromatischen Séiuren wurden praktisch nicht angegriffen. 

Die gepriiften phenyl- bzw. cyclohexyl-substituierten Malonsauren 
waren bei kurzen Alkyl-Ketten einem Abbau nicht zuganglich. [6-Phenyl- 
n-butyl]-malonsaéure konnte aber nur noch zu 12% und die [y-Hexa- 
hydrophenyl-n-propy]]-malonsaure nicht mehr aufgefunden werden. 


Summary 


When a series of aromatic mono- and dicarboxylic acids and their 
corresponding saturated acids was fed to dogs, a difference in behaviour 
between the aromatic and saturated compounds was observed. 

Whereas the three isomers of tolylacetic acid are eliminated es- 
sentially as Tolylacetyl-glycine the hexahydrotolylacetic acids are eli- 
minated as such to a small extent only. The latter are broken down 
considerably or even completely. 

The side chain of the f-tolylpropionic acids and the hexahydro- 
f-tolylpropionic acids is f-oxidized with formation of the corresponding 
toluic acids. B-o-Tolylpropionic acid provides an exception, because it 
appears in urine partly unchanged and partly as #-o-tolyl-propionyl- 
-glycine. 

Aromatisation could be observed only when the easily dehydrogen- 
ated intermediate product hexahydro-m-toluic acid arose, as in the case 
with hexahydro-f-m-tolylpropionic acid, or when hexahydro-p-toluic 
acid is formed first and then tetrahydro-p-toluic and p-toluic acids, 
during the break-down of hexahydro-f-p-tolylpropionic acid. 

The isomeric homophthalic acids and hexahydrohomophthalic acids 
were eliminated nearly quantitatively after feeding. 

The o-, m-, and p-phenylenediacetic acids were found in the urine 
up to one third of the fed amount only; that is, they are broken down 
noticeably. The corresponding saturated acids, however, remained 
practically unattacked. 

All the tried phenyl- and cyclohexyl-substituted malonic acids with 
short alkyl chains could not be broken down. [6-Phenyl-n-butyl]-malonic 
acid was found only up to 12% and [y-hexahydrophenyl-n-propyl]- 
malonie acid not at all any more. 








Papierchromatische Bestimmung von Phenylalanin 


im Serum 
Von 
H. Zahn und H. Marstaller 


Aus der Universitaits-Kinderklinik Wiirzburg, Direktor: Professor Dr. J. Stréder 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. September 1957) 


Phenylalanin wurde im Serum zunichst fast ausschlieBlich mikro- 
biologisch bestimmt, bis Stein und Moore! dieser Methode 1954 die 
siulenchromatographische zur Seite stellten. Die Anwendung des bereits 
1936 beschriebenen kolorimetrischen Verfahrens nach Kapeller- 
Adler? ist wegen der geringen Konzentration der freien Aminoséuren 
im Blut nicht einfach. Lepow* sowie Armstrong und Tyler? konnten 
die Methode jedoch zum Studium des Phenylbrenztraubensaure-Schwach- 
sinns heranziehen, weil bei den Kranken der Gehalt des Serums an 
Phenylalanin stark erhéht ist. Auch das papierchromatographische Ver- 
fahren®, tiber das wir berichten wollen, lieferte bei Untersuchungen an 
Phenyl-keton-Urikern befriedigende Ergebnisse. 

Im Prinzip gingen wir folgendermafen vor: Serum® wurde mit 
der vierfachen Menge Alkohol enteiweift’, das Zentrifugat eingeengt 
und auf Whatman-Papier mit o-Kresol von px 6,2 eindimensional chro- 
matographiert. Man farbte mit Ninhydrin und iiberfiihrte in den Kupfer- 
komplex. Nach Extraktion durch Methanol wurde bei 490 my photo- 
metriert. 

Das Einengen des Zentrifugates nach dem EnteiweiBen nahmen 
wir bei Raumtemperatur unter vermindertem Druck vor und verwandten 
besonders angefertigte Rohrchen (s. Abb.). Es wurde darauf geachtet, 
daB die pipettierten 5 ml nicht mehr als auf 0,8 ml eindunsteten, da 
in Vorproben ein hoher Prozentsatz dem Serum zugesetzten Phenyl- 
alanins verlorengegangen war, wenn wir auf dem Wasserbad zur Trockne 


1 W.H. Stein u. St. Moore, J. biol. Chemistry 211, 915 [1954]. 

2 R. Kapeller-Adler, Biochem. Z. 252, 185 [1932]. 

3-H. Lepow, Mschr. Psychiatrie Neurol. 110, 161 [1945]. 

4M. D. Armstrong u. F. H. Tyler, J. clin. Invest. 34, 565 [1955]. 

5 F.G. Fischer u. H. Dérfel, Biochem. Z. 324, 544 [1953]; R. A. Bois- 
sonnas, Helv. chim. Acta 38, 1966, 1972, 1975 [1950]; F. H. Bode, H. J. Hiibe- 
ner, H. Briickner u. K. Hoeres, Naturwissenschaften 39, 524 [1952]; E. F. 
McFarrenu. J. A. Mills, Analytic. Chem. 24, 650 [1952]; E. Hiller, F. Zinnert 
u. G. Frese, Biochem. Z. 328, 245 [1952/53]; F. Bode, Biochem. Z. 326, 433 
[1954/55]. 

6 H. Bickel u. F.Souchon! verwenden nicht Serum, sondern Heparin- 
plasma. : 
7 (.-H. de Verdier u. G. Agren, Acta chem. scand. 2, 783 [1948]. 
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gebracht hatten. Die Verjiingung der Einengungsroéhrcher 

im unteren graduierten Abschnitt erméglicht einerseits 

genaues Ablesen des Volumens, andererseits erleichtert 

sie das Einstellen der Flissigkeitsmenge auf 0,8—1,3 m/; 5 

denn unterhalb von 1,4 ml verlangsamt sich das Ein- =] 1002001mi 
a ° ° =|-0.50 mi 

dunsten durch die geringere Rohrweite stark. (| 

Beim Chromatographieren des Phenylalanins _bil- Kj 

: Aa . f ; tinengungs- 
deten sich anfangs haufig Zungen. Diese Storung lieB  shechen 
sich dadurch vermeiden, da8 wir nach der Arbeitsweise 
von Schiitz® den Papierbogen vor dem Auftragen der Proben nicht 
mehr pufferten. o-Kresol ,,zur Chromatographie“ wurde von Merck be- 
zogen. 

Weil sich bei dem Eintrocknen des enteiweiBten Serums in schma- 
lem Streifen auf dem Papier eine Kruste bildet, aus der Phenylalanin 
nicht gut herauszulésen ist, verteilten wir die Substanz tiber eine Flache 
von 19 x 17 mm. Die Vergleichslésung mit reinem Phenylalanin trugen 
wir in einem gleich groBen Feld auf, um ahnliche Bedingungen wie im 
Hauptversuch zu haben. Dabei zeigte sich, da bei Proben mit mehr 
als 10 y Phenylalanin die GroBe des Farbfleckes unabhangig von der 
Art des Auftragens ist. 

Auch mit Liquor cerebrospinalis und Urin fihrten wir einige 
Versuche aus. Diesen Fliissigkeiten zugesetztes Phenylalanin lieB sich 
vollstindig wiederfinden, obwohl nicht enteiweiBt oder entsalzt wurde. 

Bei normalem Liquor, dessen Gehalt von etwa 0,1 mg®, Phenylalanin um 
5,0mg% erhdht worden war, ergab die chromatographische Bestimmung mit 
o-Kresol von py 6,2 5,0 mg%. In normalem Urin mit etwa 1 mg% Phenylalanin 
fanden wir nach Zugabe von 30,0 mg®,, dieser Aminosiure 30,0 mg? (Abweichung: 
3°). In diesem Fall chromatographierten wir allerdings mit saurem Phenol, doch 
lie sich auch durch o-Kresol von py 6,2 Phenylalanin ausreichend von den iibrigen 
Aminosiuren des Harns trennen. 

Die Ergebnisse unserer Wiederfindungs-Versuche von Phenyl- 
alanin im Serum zeigt Tab. 1. Bei Konzentrationen tiber 4mg% hat 
man mit einem Fehler von 10% zu rechnen, wie auch F. G. Fischer 
und Dérfel® mitteilten, waihrend fir geringeren Gehalt an Pheny]l- 
alanin die relative Abweichung bedeutend hoher ist. Zum Vergleich mit 
dem chromatographischen Verfahren bringen wir auch unsere Ergeb- 
nisse nach der kolorimetrischen Methode. Dabei kombinierten wir die 
Vorschriften von Kapeller-Adler?, Kuhn und Desnuelle®, Arm- 
strong und Tyler’. Lag der Phenylalaningehalt unter 5mg%, so 
stérten die Zersetzungsprodukte von Tyrosin (Kapeller-Adler) und 
anderen Stoffen durch Gelbfarbung der Lésung; doch bei héheren Kon- 
zentrationen lieferte das kolorimetrische Verfahren genauere Werte als 
das chromatographische. 





8 E. Schiitz, Pharmakologisches Institut der Universitit Wiirzburg, unver- 
éffentlicht. Fiir den Hinweis danken wir Fraulein H. Schréter, Universitiits- 
Kinderklinik Wiirzburg. 
® R. Kuhn u. P. Desnuelle, Ber. dtsch. chem. Ges. 70, 1907 [1937]. 
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Tab. 1. Ergebnisse der Wiederfindungs-Versuche von Phenylalanin (PA) 
im Serum. 


a) Papierchromatographische Bestimmung nach F. G. Fischer u. Dérfel 
und anderen?. 











Serum Z Serum N Sera Z und N 
— Zahl der | « Proz. 
n'° + Zusatz Gef. A Zu- ef Einzel- be vier ig Standab- 
von PA ee PA -— bestim- 1 ene om weichg. v. 
mungen!!| ©Uns ni + Zu- 
sat: 
mg%| (mg) | (mg%) | (mg®o) (mg) (mg%) % 
ne+ QO= 85 2,8 2.8 2,9 10 + 0,6 + 22 
rn +25 = 65,0 5,2 7 + 0,6 +13 
n+ 5 7,5 7,8 7,8 8,1 8 -+ 0,7 + 9 
nr + 10 12,5 11,8 12,8 12,4 14 + 1,0 + 8 
n + 20 = 22,5 22,0 12 + 1,2 + 5 
nm + 40 = 42,5] 44,6 12 + 3,2 + 8 

















b) Kolorimetrische Bestimmung nach Kapeller-Adler und anderen®%4, 




















Proz. Ab- Proz. Ab- 
n + Zusatz Zahl der weichg. be | eichg. bei 
von PA Einzelbest. a T 433 n = 0,9 bzw. 
. , 1,0 baw. 1,714 
(mg?) % % 
n+ 0 1,4 4 +120 +60 
n+ 5 6,4 l 20 + O 
n+ 10 11,4 3 10 + 7 
n+ 15 16,4 l 6 + 2 
n + 20 21,4 3 3 2 
n + 30 = 81,4 3 3 Il 
Diskussion 


Da die Genauigkeit der Papierchromatographie meist ausreichen 
wird, spricht die geringere Blutmenge, die zu der Untersuchung nétig 
ist, besonders bei Kindern fiir dieses Verfahren. Sollen die Ergebnisse 
rasch vorliegen und genau sein, so wird man bei héherer Konzentration 
an Phenylalanin die Methode nach Kapeller-Adler? vorziehen. 


10 » = nach unseren Ergebnissen angenommene Konzentration von Phenyl- 
alanin im jeweils verwendeten nativen Serum. 
11 5% der Einzelbestimmungen waren nicht zu verwerten. 


na : ad? 

Standard-Abweichung = Vo1° 

18 Mittelwert der Abweichung unter der Annahme, daB alle drei Blutproben 
1,4mg% PA enthielten. 

14 Mittelwert der Abweichung unter der Annahme, da8 die Blutproben 

0,9 bzw. 1,0 bzw. 1,7 mg% PA enthielten. 





—— 


-* nu 
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Tab. 2. Vorziige des chromatographischen und des kolorimetrischen Verfahrens. 





Chromatographische Methode Kolorimetrische Methode 
Weniger Blut erforderlich Ergebnisse rascher zu erhalten 
(3—6 gegeniiber 6—25 ml) (nach 8 Stdn. gegeniiber 2—3 Tgn.) 
weniger Ausgaben fiir Chemikalien wahrscheinlich kiirzere Arbeitszeit 
(Ather) 


genauere Werte bei Konzentrationen 
iiber 10 mg®, 


nicht mit Ather zu extrahieren keine Geruchsbelastigung durch o- 
(Abzug, Ventilator, Brandgefahr) Kresol (Kellerraum m. Doppeltiir) 


Die Chromatographie ist vor allem dann angezeigt, wenn auch 
andere Aminosiauren zu bestimmen sind. Da F. G. Fischer und Dérfel'5 
diese Verbindungen mit einer Fehlerbreite von 0,6—6,6 (durchschnitt- 
lich 3)% im Hydrolysat von Eiweibstoffen ermitteln konnten, wahrend 
ihre Werte bei Phenylalnin in Ubereinstimmung mit unseren Ergeb- 
nissen um 10,2% streuten, ist anzunehmen, daB die anderen Amino- 
siuren sich auch im Serum genauer bestimmen lassen. 

Bei geringem Gehalt an Phenylalanin (weniger als 4mg%) muB 
das Serum nach den verschiedenen bekannten Verfahren!®!*’ ultra- 
filtriert und entsalzt werden, damit man mehr als 0,2 ml davon fir 
die Einzelbestimmung verwenden kann, ohne zu viel Trockenriickstand 
zu erhalten. In der beschriebenen Ausfiihrung ist die Streuung des 
chromatographischen Verfahrens zu hoch, wenn die Phenylalanin-Kon- 
zentration nur wenig tiber der Norm (1,4 mg%) liegt. 

Da man Urin und Liquor nach unseren Vorproben (s. 8. 45) nicht 
zu enteiweiBen oder zu entsalzen braucht, wird sich fiir dieses Unter- 
suchungsmaterial das Verfahren zur Bestimmung von Phenylalanin er- 
heblich vereinfachen lassen, wenn die Konzentration der Aminosiéure 
mehr als 2—4mg% betrigt. Auch Bode® verlangt bei der Anwen- 
dung seines Verfahrens keine EnteiweiSung und Entsalzung. 


Methodische Angaben 
Papierchromatographische Bestimmung 


_ EnteiweiBen des Serums: Zentrifugengliser wurden mit je 5,00 ml absol. 
Athanol versehen und durch Auflegen eines Gummikappchens verschlossen. Unter 
stindigem Schiitteln lieBen wir langsam 1,250 m/ Serum zuflieSen, riihrten mit 
einem dicken Glasstab 100mal um und zentrifugierten. Von der iiberstehenden 
Lésung brachten wir je 5,00 ml in die Einengungsréhrchen (s. Abb.) und stellten 
die Proben in den Vakuumexsikkator mit Blaugel. Um Siedeverzug zu vermeiden, 
wurde in fiinf Stufen evakuiert, wozu jeweils 60 Sek. gesaugt und dann 60 Min. 


15 KF. G. Fischer u. H. Dirfel, Biochem. Z. 824, 557, Tab. 7 [1953]. 

16 B. B. Westfall, E. V. Peppers, K. K. Sanford u. W. R. Earle, J. nat. 
Cancer Inst. 15, 27 [1954]. 

17 H Bickel u. F.Souchon, Die Papierchromatographie in der Kinder- 
heilkunde Beihefte zum Arch. Kinderheilkunde 1955, 7—9. 
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ausgesetzt wurde. Im Lauf von12—24 Stdn. sank der Fliissigkeitsspiegel zur Marke 
0,8—1,2 ab. Nun wurden die R6hrchen aus dem Exsikkator genommen, gegebenen- 
falls mit Wasser auf 1,00 ml gebracht und das Volumen abgelesen. Unterschied 
es sich von 1,00, so wurde die Extinktion am Ende des Versuches mit der Volum- 
Zahl multipliziert. SchlieBlich wurden die Eintrocknungskrusten sorgfaltig mit 
einem Glasstab in der Fliissigkeit gelést bzw. suspendiert. 

Die Weiterbehandlung erfolgte nach Fischer und Dérfel® mit folgenden 
Abweichungen: Das Whatman-Papier pufferten wir nicht. Die Faserrichtung lieli 
sich am sichersten aus dem Verlauf der Falte erkennen, die sich beim Benetzen 
des Papieres durch einen Wassertropfen bildete: Faser und Falte sind gleich- 
gerichtet. 17 mm vor der Startlinie, die mit Marken im Abstand von 19 (20) mm 
versehen war, wurde ein weitererStrich gezogen und in Hohe der Marken 19 (20) mm 
breite Felder abgegrenzt. Jeweils im Wechsel wurde auf ein Feld Substanz gebracht 
und eines frei gelassen. Die Vergleichslésung trugen wir mit einer Mikropipett« 
von 10 mm, das Serum mit einer Pipette von 100 mm® Inhalt auf. Wie Bode® 
photometrierten wir mit dem Elko II (Carl Zeiss). Bei 490 mu war die Extinktion 
hoher als bei 530, 550 und 470 my. Da fiir die 1-cm-Kiivette 4 ml Fliissigkeit be- 
nétigt werden und nur 5 ml Lésung hergestellt wurden, muBte das Spiilen még- 
lichst eingeschrankt werden. Daher lasen wir zuniichst die niedrigsten Extinktionen 
ab und gingen dann allmihlich zu den Proben mit hohem Farbstoffgehalt iiber. 

Anordnung der Versuche: Neben jeder zu bestimmenden Lésung sollen 
méglichst eine Vergleichsprobe geringerer und eine Probe héherer Extinktion auf 
den Papierbogen gebracht werden. Sind z. B. Serum M, dessen Konzentration an 
Phenylalanin erwartungsgemaB zwischen 10 und 20 mg®% liegt, und Serum N mit 
etwa 30 mg® Phenylalanin zu bestimmen, so ordnet man die Versuche folgender- 
maBen an: 

10 wl 100 pl 20 pl 100 wl 10 wl 100 pl 20 pel 50 el 10 el 50 pl 20 ul 50 wl 10 pl 
V.L. V.L. f { , V.L. V.L. 


Pe ods. ods. . 


M, —- M, M, N, uf N, 
V.L. == 100 mg-proz. Vergleichslésung 
M, == zu bestimmendes Serum mit 10—20 mg%, Phenylalanin 
M, == Doppelbestimmung (-EnteiweiBung) des Serums M 
N, =u bestimmendes Serum mit 20—40 mg®, Phenylalanin 
N, = Doppelbestimmung (-EnteiweiBung) des Serums N 


Berechnung: Trigt man von dem enteiweiiten Serum 100 yl auf, so ent- 
sprechen, wenn der Gehalt der Vergleichslésung 100 mg, betrigt, die Extink- 
tionen von 

5 pl Vergleichslésung einer Serumkonzentration von 5 mg®%% 

10 wl a a - > s0mme%, 

20 pl 99 5 - » 20mge% 

Hatten z. B. 10 ul Vergl.-Lésg. durchschnittlich die Ext. 0,110, 

l v9 5 »» » 0,230, 
100 ul enteiw. Serum M_e,, 59 oy ONLAO; 
dann ist 4 Extinktion 10° v. 20 und 10 wl Vergl.-Lésg. = 120 
und A 55 -108 v. 100 wl Serum u. 10 v/V.L.= 60 
10 60 
120 

Trigt man von dem enteiweiBten Serum nur 50 yl auf, so entsprechen die 

Extinktionen von 
5 ul Vergleichslésung einer Serumkonzentration von 10 mg%, 
10 wl as -5 3 » 20mg% usw. 


Bei gleicher Extinktion von Vergleichslésungen und Versuch wie oben gilt dann 


20-60 ; 
(20 —— 30) mg%. 


Serum M enthilt also (10 + = 15) mg% Phenylalanin. 
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Kolorimetrische Bestimmung nach Kapeller-Adler?, Kuhn und 
Desnuelle®, Armstrong und Tyler* 


10 ml Citratblut wurden mit 40 m/l Wasser himolysiert, durch Zusatz von 
50 ml 20-proz. Trichloressigsiure enteiweiBt und filtriert. 50 mi des Filtrates wurden 
dreimal mit 50 ml Ather ausgeschiittelt, die waiBrige Phase auf dem Wasserbad 
weitgehend eingeengt und nach Abspiilen der Schalenwand zur Trockne verdampft. 
Nach Zusatz von 2ml Nitriersiure (1 g Kaliumnitrat + 10 ml konz. Schwefelsiure) 
wurde der Ansatz, mit einem Uhrglas bedeckt, 20 Min. auf dem Wasserbad stehen 
gelassen, mit wenig Wasser (8—9 ml nach Kapeller-Adler) in ein 25-ml-MeB- 
kélbchen tibergefiithrt und durch 25-proz. Ammoniak, das teilweise vorher zum 
Nachspiilen der Schale beniitzt worden war, unter Kiihlung alkalisch gemacht. 
Darauf gab man 0,5 ml 1-proz. Ascorbinsiure zu, fiillte mit Ammoniak auf und 
stellte die Kélbchen 15 Min. in ein Wasserbad von 37°. Nach Abkiihlen auf Raum- 
temperatur wurde bei 530 mu photometriert. 


Herrn Professor Dr. F. G. Fischer, dem Direktor des Chemischen Institutes 
der Universitit Wirzburg, sind wir fiir entgegenkommende Unterstiitzung der 
Arbeit sehr zu Dank verpflichtet. Herrn Dr. H. Dorfel danken wir fiir guten Rat, 
Herrn Dr. H. Bohn fiir Einweisung in die Methodik und wertvolle Anregungen 
bei der Durchfithrung der Versuche. 


Zusammenfassung 


1. Die papierchromatographische Bestimmung von Phenylalanin 
im Serum wird beschrieben und mit dem kolorimetrischen Verfahren 
nach Kapeller-Adler verglichen. Wahrend die chromatographische 
Methode sich mit weniger Blut durchfiihren laBt, liefert die kolori- 
metrische bei Konzentrationen tiber 10 mg% genauere Ergebnisse in 
kiirzerer Zeit. 

2. Das papierchromatographische Verfahren eignet sich zur Be- 
stimmung des Serum-Phenylalanins in der beschriebenen Weise nur 
dann, wenn die Konzentration dieser Aminoséure hoher ist als 4 mg% 
(Normalwert: 1,4 mg%). 


Summary 


1. The paper chromatographical determination of phenylalanine in 
serum is described and compared to the colorimetric procedure of 
Kapeller-Adler. The chromatographical method can be carried out 
with less blood, but the colorimetric method produces more exact 
results in a shorter time if concentrations are over 10 mg%. 

2. The described paper chromatographical procedure is adaptable 
to the determination of phenylalanine in serum only when the con- 
centration of that amino acid is higher than 4mg% (normal value: 


1.4 mg%). 
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Carotinoide der SiiBwasseralgen, X 

Uber die Carotinoide aus Cladophora fracta 
Von 

Josef Tischer 


Aus dem Institut fiir landwirtschaftliche Technologie und Vorratspflege 
der Universitit Halle (Saal:) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. September 1957) 


Aus der Gruppe der Cladophorales wurden in neuerer Zeit die Caro- 
tinoide von Cladophora glomerata, Clad. Sauteri und Clad. rupestris unter- 
sucht. In Clad. glomerata wiesen Karrer und Tappi! -Carotin, Xantho- 
phyll, Xanthophyll-epoxyd und Violaxanthin nach. Heilbron, Parry 
und Phipers? berichteten iiber das Vorkommen ‘von #-Carotin, Lutein 
(= Xanthophyll) und Taraxanthin in Clad. Sauteri. Kylin® fand in 
Clad. rupestris B-Carotin, Xanthophyll, Violaxanthin und geringe Mengen 
Zeaxanthin. In friiherer Zeit haben Nebelung’, Tammes', Kohl® und 
van Wisselingh’ auf Pigmente der Carotinoidgruppe in Cladophora- 
Arten hingewiesen. 

Die Epoxyde der Carotinoid-Farbstoffe konnten erst seit Bekannt- 
werden der grundlegenden Arbeiten von K arrer und Mitarbb.8 eindeutig 
nachgewiesen werden, seitdem man die Struktur dieser Pigmente und 
ihre Umwandlung in furanoide Oxyde kennt. Wir halten es deshalb fiir 
méglich, daB solche Farbstoffe nicht nur in Clad. glomerata, sondern auch 
in den anderen, friiher untersuchten Clad.-Arten vorkommen, zumal 
Xanthophyll-epoxyd und Violaxanthin auch in Clad. fracta von uns ein- 
deutig festgestellt werden konnten. Dafiir spricht z.B. die Beobachtung 
von Heilbron und Mitarbb.2, daB beim Schiitteln der atherischen 
Lésungen der ungereinigten Farbstoffe aus Clad. Sautert mit waBriger 
Salzsiure Blaufirbungen auftraten und ferner auch der Befund von 
Kylin®, daB in Clad. rupestris Violaxanthin vorkommt. Kylin hat zu- 
dem noch Xanthophyll-Modifikationen beobachtet, die in der Calcium- 
carbonatsiule starker adsorbiert werden als Violaxanthin, ohne sie je- 
doch niher zu charakterisieren. 





1 P. Karrer u. G. Tappi, Helv. chim. Acta 88, 2211 [1950]. 

2 J. M. Heilbron, E. G. Parry u. R. E. Phipers, Biochem. J. 29, 1376 
[1935]. 
3 H. Kylin, Kgl. Fysiogr. Sillskap. Lund Férh. 9, 213 [1939]. 

4 H. Nebelung, Bot. Ztg. 36, 369, 385, 401 [1878]. 

5 T. Tammes, Flora 87, 205 [1900]. 

F. G. Kohl, Untersuchungen iiber das Carotin und seine physiologische 
Bedeutung in der Pflanze, Verlag Borntraeger, Leipzig 1902. 

7 C. van Wisselingh, Flora 107, 371 [1914]. 

’ P. Karrer, Fortschr. Chem. org. Naturstoffe [Wien] 5, 1 [1948]. 
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Wir konnten Ende Juni 1956 eine gréBere Menge von Cladophora 
fracta aus den Teichen von Passendorf bei Halle a. d. Saale in verhaltnis- 
maibig reiner Form sammeln. Die Identifizierung der dort in groBen 
Massen aufgetretenen Griinalge und ihre erste Untersuchung auf Begleit- 
organismen verdanken wir Herrn Dozenten Dr. H. H. Handke, Halle 
a. d. Saale. Durch griindliches Waschen und oft wiederholtes Spiilen ge- 
wannen wir das Algenmaterial rein und praktisch frei von Begleitstoffen. 

Die weitgehend gereinigte, auf einen Wassergehalt von 2,9% ge- 
trocknete Clad. fracta enthielt durchschnittlich 54,7° organische Sub- 
stanz und 42.4% Mineralstoffe. Fir die Untersuchung standen uns etwa 
8 kg getrocknetes Material zur Verfiigung. Die Farbstoffe lieBen sich 
aus der staubfein zerkleinerten Substanz am schnellsten mit Aceton 
auslaugen. 

Eine Untersuchung des unverseiften Extraktes ergab, daB keines 
der vorhandenen Carotinoide in veresterter Form vorlag. Bei einer Ad- 
sorption des nicht mit Lauge behandelten Farbstoffgemisches an Alu- 
miniumoxyd wurden die hypophasischen Carotinoide durch das in den 
oberen Schichten festgehaltene Chlorophyll tiberdeckt und lieBen sich 
erst nach dessen Verseifung vollstandig gewinnen. Unterhalb der Chloro- 
phylizonen wurden nur minimale Mengen von Phytoxanthinen adsorbiert. 
f-Carotin, seine Autoxydationsprodukte und élige Bestandteile waren 
aus dem unteren Teil der Adsorptionssaule leicht abzutrennen. 

In den verseiften Extrakten aus Clad. fracta konnten wir folgende 
Farbstoffe eindeutig feststellen: 6-Carotin, Xanthophyll (Lutein), 
Xanthophyll-epoxyd und Violaxanthin. In kristallisierter Form 
lieBen sich von den bisher genannten Pigmenten nur /-Carotin, Xantho- 
phyll und ein Bruchteil des vorhandenen Xanthophyll-epoxyds gewinnen. 
Dieses Carotinoid haben wir durch Séureumlagerung in Flavoxanthin und 
Chrysanthemaxanthin nachgewiesen, Violaxanthin durch Umwandlung 
in Auroxanthin und Mutatoxanthin. In Cladophora fracta. kommen somit 
im wesentlichen die gleichen Pigmente vor, wie sie Karrer und Tappi! 
in Clad. glomerata nachgewiesen haben. 

In Spuren haben wir in den Extrakten aus Clad. fracta auBerdem 
noch Antheraxanthin und sein Isomerisierungsprodukt Mutatoxan- 
thin aufgefunden. Uber das Vorhandensein von Taraxanthin sind wir 
noch im Zweifel. Wir isolierten zwar ein Pigment mit taraxanthinahn- 
lichen Eigenschaften, es gelang uns aber nicht, seine Umlagerung in 
Tarachrom® zu erreichen. «-Carotin konnten wir nicht nachweisen. Dieses 
Pigment wurde bisher auch in keiner anderen SiBwasser-Cladophoraart 
aufgefunden, weder in den oben genannten noch in der von Strain! 
speziell auf dieses Carotin untersuchten ,,Cladophora sp.“. 

Bei der sehr schwierigen chromatographischen Trennung der hypo- 
phasischen Pigmente aus Clad. fracta ist uns aufgefallen, daB das Xantho- 
phyll-epoxyd bei der ersten Adsorption des Phytoxanthingemisches 





9 (C,H. Eugster u. P. Karrer, Helv. chim. Acta 40, 69 [1957]. 
10 H. H. Strain, J. biol. Chemistry 111, 85 [1936]. 
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gréBtenteils oberhalb des Violaxanthins adsorbiert wurde, gleichgiiltig 
ob zur Trennung Zinkcarbonat oder entaktiviertes Aluminiumoxyd ver- 
wendet wurde. In den oberen Bezirken erhielten wir dabei Gemische 
dieser beiden Epoxyde, in denen das Xanthophyll-epoxyd mengenmaBig 
vorherrschte. Auf Grund der Struktur der beiden Carotinoide wire 
normalerweise eine umgekehrte Reihenfolge zu erwarten®, wie sie Karrer 
und Mitarbb." z.B. bei der Untersuchung der Polyen-Pigmente aus den 
Bliiten von Tragopogon pratensis fanden. Dabei wurde die gemaB der 
Konstitution zu erwartende Reihenfolge der genannten Epoxyde im 
Calciumcarbonat-Rohr festgestellt, naimlich in der obersten Schicht 
Violaxanthin, darunter eine Mischung von Flavoxanthin und Xantho- 
phyll-epoxyd, aus der sich bei neuerlicher Adsorption das letztgenannte 
Carotinoid in der unteren Zone anreicherte. 

Die gleiche Anordnung der beiden Epoxyde, wie wir sie bei der 
Untersuchung der Carotinoide aus Clad. fracta gefunden haben, konnten 
auch Karrer und Tappi! bei den Carotinoiden aus Clad. glomerata fest- 
stellen. Es handelt sich hier vielleicht um eine Beeinflussung der Lagerung 
im Chromatogramm durch spezielle in den Cladophorales vorkommende 
Begleitstoffe. 

Im Zuge der wiederholt durchgefiihrten chromatographischen 
Reinigung des Xanthophyll-epoxyds haben wir den Eindruck gewonnen, 
daB beim Abdestillieren des Elutionsmittels im Vakuum unter Stickstoff 
ein Teil des Farbstoffes verharzt. Bei jeder neuen Adsorption des 
Xanthophyll-epoxyds sowohl an Zinkcarbonat als auch an Aluminium- 
oxyd wurde im untersten Teil des Adsorptionsrohres immer wieder eine 
kleine Menge Xanthophyll nachgewiesen. Es konnte von uns bisher noch 
nicht ermittelt werden, auf welche Ursachen dieser Befund zuriick- 
zufiihren ist. Man k6nnte sich vorstellen, daf das Xanthophyll beim 
Adsorptionsvorgang aus dem Xanthophyll-epoxyd entstand oder beim 
Abdestillieren der Elutionsflissigkeit der vorangegangenen Adsorption 
daraus gebildet wurde, vielleicht waren dem Farbstoff aber auch Spuren 
eines durch Chromatographie auBerordentlich schwer abtrennbaren cis- 
Isomeren des Xanthophylls mit gleichem Spektrum (wie Xanthophyll- 
epoxyd) beigemengt, das durch eine der genannten Operationen in sein 
trans-Isomeres umgelagert wurde. Verharzungen und ahnliche Erschei- 
nungen haben wir auch bei der wiederholten Adsorption des Violaxan- 
thins beobachtet. 

Die von Karrer und Mitarbb.!! beschriebene teilweise Isomeri- 
sierung der Epoxyde in furanoide Oxyde bei der Adsorption an nicht 
vorbehandeltes Zinkcarbonat, die auf Spuren von sauren Verunreini- 
gungen des Adsorptionsmittels zuriickgefiihrt wird, trat auch in unseren 
Versuchen sowohl bei Xanthophyll-epoxyd als auch bei Antheraxanthin 
auf, 





1 P. Karrer, E. Jucker, J. Rutschmann u. K.Steinlin, Helv. chim. 
Acta 28, 1146 [1945]. 
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Beschreibung der Versuche 


Vorbereitung und Extraktion des Algenmaterials 

Das Untersuchungsmaterial wurde in einem groBen Wasserbehilter verteilt 
und in kleinen Partien mit flie8endem Wasser so lange ausgewaschen, bis sich unter 
dem Mikroskop praktisch keine Fremdorganismen und andere Beimengungen mehr 
nachweisen lieBen. Die mit der Hand abgepreBte Pflanzensubstanz wurde sodann 
bei 37° in einem groBen Trockenschrank unter Luftumwilzung innerhalb weniger 
Stunden bis auf einen Wassergehalt von 2,9°%, getrocknet und mittels Pirouetten 
zu einem staubfeinen Pulver zermahlen. 

Orientierende Versuche ergaben, daB sich zur Auslaugung der Farbstoffe am 
besten Aceton oder Benzol eignen. 8kg Algenpulver wurden in 4 Partien mit 
je 101 reinstem Aceton erschépfend extrahiert. Aus einem Teil des Acetonextraktes 
wurde das Lésungsmittel bei vermindertem Druck im Stickstoffstrom abdestilliert, 
der Riickstand mit Benzin vom Siedebereich 60—70° aufgenommen, die Benzin- 
lésung wiederholt mit Wasser gewaschen, mit entwissertem Natriumsulfat ge- 
trocknet und auf das Vorhandensein veresterter Carotinoide gepriift. Die Haupt- 
menge des Acetonextraktes wurde wie weiter unten beschrieben nach Verseifung 
des Chlorophylls und Trennung der epiphasischen von den hypophasischen Farb- 
stoffen untersucht. 

Priifung auf Phytoxanthinester 

Zur Ermittlung, ob in Clad. fracta Phytoxanthine in veresterter Form 
vorkommen, wurde der gréBte Teil des in Benzin tibergefiihrten unverseiften Ex- 
traktes unter Stickstoff an Aluminiumoxyd chromatographiert. Dabei blieb die 

Hauptmenge der Phytoxanthine hartnickig innerhalb der Chlorophyll-Zonen haften 
und lieB sich auch durch langanhaltendes Entwickeln mit Benzin nicht abtrennen. 
Mit Ather-Methanol-Gemisch waren die Carotinoide zum gréBten Teil eluierbar, wo- 
bei aber auch eine erhebliche Menge Chlorophyll mit herausgelést wurde. Der geringe 
Rest der in den Chlorophyll-Zonen verbliebenen Phytoxanthine lie8 sich nur nach 
Kinwirkung von 5-proz. alkoholischer Lauge gewinnen. Unmittelbar unterhalb der 
griingefirbten Zonen wurden nur sehr geringe Mengen hypophasischer nicht ver- 
esterter Farbstoffe adsorbiert. Die Pigmerite aller im Chromatogramm tiefer liegen- 
den Schichten, die orange und beige angefirbt waren, suchten beim Verteilungs- 
versuch die Benzinphase auf und erwiesen sich als unverseifbar. Die mit Ather- 
Methanol-Gemisch aus den Chlorophyll-Zonen eluierten Carotinoide wanderten bei 
der Verteilung zwischen 90-proz. Methanol und Benzin (70—80°) ganz in die 
Hypophase. 

Da geringe Carotinoid-Mengen in den mit Methanol-Ather eluierten Chloro- 
phy! ll-Schichten verblieben und sich erst nach Behandlung mit alkoholischer Lauge 
in Ather iiberfiihren lieBen, war die Abwesenheit von Phytoxanthinestern noch nicht 
eindeutig nachgewiesen. Es wurde deshalb auch eine Probe der urspriinglichen 
Benzinlésung dem VerteilungsprozeB unterworfen. Nach fiinfmaliger Ausschiittelung 
mit 90-proz. Methanol konnte in der dunkelgriinen Benzinlésung auBer 2-Carotin 
auf papierchromatographischem Wege kein anderes Carotinoid gefunden werden, 
weder vor noch nach Behandlung mit alkoholischer Kalilauge. 


Verseifung der Pigmente und Verteilung der Carotinoide 

Aus den Acetonextrakten wurde das Lésungsmittel bei vermindertem Druck 
im Stickstoffstrom abdestilliert und der zihfliissige Riickstand mit 5-proz. methyl- 
alkohol. Kalilauge unter Stickstoff verseift. Die Carotinoide wurden in Ather iiber- 
gefiihrt. Benzin eignete sich nicht zum Ausschiitteln, da dabei ein nicht unerheb- 
licher Teil der Carotinoide in der Unterschicht verblieb. Die tief braunorange ge- 
firbte atherische Lésung wurde mit Wasser alkalifrei gewaschen, getrocknet und 
der Ather abdestilliert. Den sirupartigen Destillationsriickstand haben wir zwischen 
800 ml Benzin (70—80°) und der gleichen Menge 95-proz. Methanol in der iiblichen 
Weise verteilt. Die vereinigten Benzinphasen wurden alkoholfrei gewaschen, ge- 
trocknet und auf 200 ml eingeengt. Aus den gesammelten Methanolphasen wurde 
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das Lésungsmittel im Stickstoffstrom abdestilliert, der zihfliissige rotbraune Riick- 
stand mit Benzol aufgenommen, die Lésung getrocknet, filtriert und bis zur weiteren 
Bearbeitung unter Stickstoff im Kiihlschrank aufbewahrt. 

Aufarbeitung der Epiphase 

Im Kihlschrank hatten sich aus der eingeengten Benzinlésung orangefarbene 
und farblose Stoffe ausgeschieden, die sich mit Benzin nicht wieder vollstandig in 
Lésung bringen lieBen; sie wurden abfiltriert. Die Farbstoffe des Filtrates haben 
wir in einem 30 mm weiten Rohr an aktiviertes Aluminiumoxyd adsorbiert, wobei 
6 verschieden stark angefairbte Zonen auftraten. Die beiden oberen, hell ocker (6 cm) 
und hell braunorange (12 cm) gefiirbten Schichten enthielten hauptsachlich Sterine, 
iiber die spiter gesondert berichtet werden soll. Die Inhaltsstoffe der 17 cm langen, 
hell gelborange gefirbten dritten Zone hinterlieBen nach dem Abdestillieren des 
zur Elution verwendeten Benzol-Methanol-Gemisches einen rotorangefarbenen déligen 
Riickstand. Der beigemengte Farbstoff verhielt sich epiphasisch, sein Spektrum 
war unmeBbar verschwommen. Mit Salzsiiure gab seine atherische Lésung keine 
Farbreaktion. Eine wiederholte Adsorption dieser Partie fiihrte zu keinem anderen 
Ergebnis. Das gleiche Verhalten zeigte auch der Farbstoff der folgenden schmalen 
(3 mm), dunkel rotorange gefirbten Zone IV. Die Inhaltsstoffe der teils hell-, teils 
dunkelorange gefiirbten beiden untersten Schichten (insgesamt 5,5 cm) wurden in das 
Filtrat iibergefiihrt und enthielten neben £ -Carotin élige Beimengungen und gesit- 
tigte farblose Kohlenwasserstoffe, iiber die auch an anderer Steile berichtet wird. 

Aus den Inhaltsstoffen der beiden oberen Zonen trennten wir die Hauptmenge 
der Sterine durch Kristallisation aus Methanol ab und erhielten dabei eine Carotinoid- 
lésung, die bei nochmaliger Chromatographie aus Benzinlésung im oberen Viertel 
der Siule geringe Mengen eines Pigmentes mit den optischen Schwerpunkten 503, 
473 mz in Schwefelkohlenstoff ergab; der Farbstoff verhielt sich ttberwiegend 
hypophasisch und gab in atherischer Lésung auf Zusatz von Salzsiure eine vor- 
iibergehende Blauviolett-Farbung. Der in der Siule darunter liegende Farbstoff 
zeigte ein rein hypophasisches Verhalten und gab mit wiafriger Salzsiure keine 
Farbreaktion. Er erwies sich als Xanthophyll; Absorptionsmaxima in Schwefel- 
kohlenstoff: 508, 475,5, 445 mu. In der dritten Schicht wurde ein epiphasischer 
Farbstoff mit véllig verwaschenem Spektrum festgehalten. 

Die Stoffe, die wir bei der ersten Adsorption in das Filtrat iibergefiihrt hatten, 
haben wir nach Einengen der Benzinlésung an Calciumhydroxyd chromatographiert. 
Im oberen, schmutzig elfenbein gefiirbten Bezirk wurden farblose Begleitstoffe fest- 
gehalten und abgetrennt. Die darunter liegende Hauptzone war einheitlich orange 
gefiirbt. Die Adsorption an Kalk wurde wiederholt und das eluierte @-Carotin 
zweimal aus Benzol-Methanol umkristallisiert. Schmp. 183° (korr.). Spektrum in 
Schwefelkohlenstoff: 520, 485, 450 mu, in Benzin (70—80°): 484, 452, 426 my, 
in Benzol: 496, 466 my. 

Die im Kiihlschrank aus der urspriinglichen Epiphase ausgefallenen und vor 
der Adsorption abfiltrierten Stoffe verhielten sich bei einer neuerlichen Verteilung 
zum Teil hypophasisch. Somit war die erste Verteilung nicht vollstindig verlaufen. 
Die Methanolschicht wurde zur Trockne gebracht, der krist. Riickstand in Benzol 
gelést und gemeinsam mit der Hauptmenge der hypophasischen Pigmente unter- 
sucht. Die Benzinphase war nach dem Einengen schleimig-zihfliissig. Bei der Ad- 
sorption an Aluminiumoxyd ergab dieser Anteil praktisch das gleiche Bild wie die 
Hauptpartie der epiphasischen Farbstoffe, nur traten hier bei wiederholter Ad- 
sorption der Inhaltsstoffe der untersten Schicht heller gefiirbte, sehr schmale Zonen 
mit einem unscharfen, kiirzerwelligen Absorptionsspektrum als «-Carotin auf, aus 
denen aber kein «-Carotin isoliert werden konnte. Der Substanz waren erhebliche 
Mengen farbloser Begleitstoffe beigemengt. 


Aufarbeitung der Hypophase 


Aus der Benzollésung der vereinigten hypophasischen Stoffe wurde das 
Lésungsmittel abdestilliert und der zihfliissige Riickstand 5mal mit Benzin vom 
Siedebereich 40—50° ausgekocht. Durch Chromatographie waren aus den erhaltenen 
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Benzinextrakten keine identifizierbaren Carotinoide zu gewinnen. Der in Benzin 
unlésliche Riickstand wurde aus Benzollésung in Adsorptionsrohren von 30 mm 
Durchmesser teils an Zinkcarbonat, teils an einem besonders vorbereiteten Alumi- 
niumoxyd chromatographiert; das verwendete Aluminiumoxyd war wiederholt mit 
Methanol durchgeschiittelt, vor seiner Verwendung abfiltriert und bei 50° ge- 
trocknet worden. Wahrend des Chromatographierens haben wir die Adsorptions- 
mittel durch flieBendes Wasser, das in einem auf das Adsorptionsrohr aufgezogenen 
tlasmantel zirkulierte, auf etwa 30° temperiert. Die dunkel braunrote Benzollésung 
wurde mit geringem Stickstoff-Uberdruck durch die Saulen gedriickt. Das Chromato- 
gramm haben wir mit einem Gemisch von Benzol-Benzin (1:1) entwickelt und 
die Inhaltsstoffe der entstandenen Zonen mit Methanol-Ather eluiert. An beiden 
Adsorbentien kam es zur Ausbildung etwa gleichartiger Zonen. Bei Verwendung 
von Zinkearbonat erhielten wir durch die erste chromatographische Trennung das 
in Tab. 1 dargestellte Ergebnis. Trotz ausgiebiger Entwicklung war ein nicht ein- 
deutiges, schwer trennbares Chromatogramm entstanden, in dem sich die einzelnen 
Schichten nicht deutlich unterscheiden lieBen. Die meisten der erhaltenen Zonen 
enthielten zwei oder mehrere Farbstoffe. 


Tabelle 1. Erste Adsorptionstrennung der Hypophase. 








. Linge | Absorptions- | Farbreaktion 
Zone Fiirbung inci Maxima in mit HCl in Inhaltsstoffe 
CS, my aither. Lésung 
schmutzig- ” . ” 
I gelb 10 600, 474 blaugran Xanthophyll-epoxyd 
II rotbraun 1 499, 474 blau (+ Violaxanthin) 
a briunlich- K 501, 472 bl Ps ‘ 
orange o » 412 ytaugrun Xanthophyll-epoxyd 
IIL Violaxanthin 
briunlich Mutatoxanthin 
b es ‘ 3 505, 475 blaugriin Antheraxanthin 
orange * Taraxanthin ? 
Xanthophyll 
brinlich- “ ae sal “ i 
IV proce 7,5 508, 475, 445 negativ Xanthophyll 
elfenbeinfart en, " * : 
Vv unten orange 6 510, 479 negativ 

















* 3 schmale, briiunlich-orange gefirbte, nicht trennbare Schichten. 


Zur weiteren Aufspaltung und Reinigung wurden die Inhaltsstoffe aller 
erhaltenen Zonen noch wiederholt in engeren Réhren chromatographiert und die 
jeweils sich gleichartig verhaltenden Farbstoffe vereinigt. Bei jeder Vorbereitung 
der in den oberen 3 Zonen festgehaltenen Pigmente zur neuerlichen Adsorption 
verharzte stets ein Teil der Farbstoffe; die Benzollésung der wieder zu adsorbieren- 
den Partie wurde jeweils erwirmt und die harzigen Anteile nach dem Erkalten 
abfiltriert. Bei jeder neuen Adsorption wurde hier im untersten Teil des Ad- 
sorptionsrohres eine kleine Menge Xanthophyll nachgewiesen. 

Aus den beiden oberen Zonen haben wir nach viermaliger chromatographischer 
Reinigung Xanthophyll-epoxyd erhalten. Bei Kristallisationsversuchen aus 
Benzol-Methanol lie8 sich eine sehr geringe Menge rotgelber Nadeln vom Schmp. 192° 
gewinnen. Die optischen Schwerpunkte des Pigmentes lagen in Schwefelkohlenstoff 
bei 501,5, 472 mu, in Benzol bei 482, 453 my, in Benzin bei 471, 442 mu. 

Zum einwandfreien Nachweis des Xanthophyll-epoxyds wurden sowohl 
mit der kristallinen Partie als auch mit deren Mutterlaugen Umlagerungsversuche 
durchgefiihrt. In Chloroformlésung gelang uns die Umlagerung nicht eindeutig; 
offenbar war der Chlorwasserstoff-Gehalt des erst kurz vor seiner Verwendung 
bezogenen Chloroforms zu gering. Dagegen wurde die Umlagerung in Methanol- 
Lésung durch 2 Min. lange Einwirkung eines Tropfens 20-proz. wiBr. Salzsiure 
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und anschlieBendes Alkalischmachen des Reaktionsgemisches erreicht. Weitere 
Proben wurden auch mit dem von L. v. Cholnoky und Mitarbb.!? angegebenen 
Reaktionsgemisch umgelagert. Nach Zusatz der Salzsiurespur trat sofort ein griin- 
lich-blauer Farbumschlag ein, beim Alkalischmachen mit waBr. Kalilauge hellte 
sich die Lésung nach Gelborange auf. Die Reaktionsprodukte wurden mit Ather 
ausgeschiittelt, die atherische Lésung gewaschen und getrocknet. Den daraus er- 
haltenen Destillationsriickstand haben wir in Benzol gelést und an Zinkcarbonat 
chromatographisch getrennt. Nach langerem Entwickeln mit Benzol erhielten wir 
die Zonen und Filtrate der Tab. 2. 


Tab. 2. Adsorptionstrennung des umgelagerten Xanthophyll-Epoxyds. 

































Absorptions- | Farbreaktion 
Zone Firbung Maxima in mit HCl in Inhaltsstoffe 
CS, mu ather. Lésung 
I hell elfen- (478), (448) blau 
beinfarben | verschwommen bestandig 
Il gelborange | 479, 449 PP oe “ig Flavoxanthin 
2. Filtrat orange Me sR eed n| 8chwach blau 
1. Filtrat orange 479, 449 negativ Chrysanthemaxanthin 


Die Farbstoffe wurden aus den beiden Zonen mit Ather-Methanol-Gemisch 
eluiert. Beim Verteilungsversuch verhielten sie sich hypophasisch, ebenso auch die 
der Filtrate. Das Carotinoid der Zone II erwies sich als Flavoxanthin. Optische 
Schwerpunkte in Schwefelkohlenstoff: 479, 449, (420) mu, in Benzin (70—80°): 
450, 421 mu. Im Misch-Chromatogramm mit Flavoxanthin, das durch Umlagerung 
von Xanthophyll-epoxyd aus Forsythia-Bliiten erhalten worden war*, ergab der 
Farbstoff der Zone II eine einzige einheitliche Zone, die weder durch anhaltendes 
Nachwaschen mit Benzol noch durch anschlieBendes Durchsaugen von Schwefel- 
kohlenstoff aufgespalten wurde. Chrysanthemaxanthin, das wir in geringer 
Menge im zuerst aufgefangenen Filtrat erhielten, war nicht bei allen unseren Um- 
lagerungsversuchen des Xanthophyll-epoxyds nachweisbar. 

Das Farbstoffgemisch der Zonen III (a + b) der ersten Adsorption konnte 
bei mehrmals wiederholter chromatographischer Trennung in eine Reihe von Kom- 
ponenten aufgespalten werden. Neben kleinen Mengen Xanthophyll-epoxyd 
wurde Violaxanthin, Spuren Antheraxanthin und Mutatoxanthin sowie 
Xanthophyll erhalten. Das Vorhandensein von Taraxanthin lieB sich nicht 
sicher nachweisen. Nach dreimaliger Wiederholung der Adsorption wurde die in 
Tab. 3 wiedergegebene Trennung erzielt. 

Der Farbstoff der Zone III/1 wurde in Methanol-Lésung durch Chlorwasser- 
stoff-Spuren umgelagert und die Reaktionsprodukte aus Benzol-Benzin (1: 1) 
an Zinkcarbonat chromatographiert. Die oberste Zone zeigte eindeutig die Ab- 
sorptionsbanden des Flavoxanthins (478, 448 mu in Schwefelkohlenstoff). 

Bei dem Carotinoid der Zone III/2 haben wir nach weiterer chromato- 
graphischer Reinigung nachstehende Absorptionsmaxima gemessen: in Schwefel- 
kohlenstoff: 500, 469, (440) mu, in Benzin: 472, 443, (418) mu, in Methanol: 469, 
440, (415) mu. Es handelte sich um Violaxanthin. Die Siureumlagerung und 





2 L.v. Cholnoky, K. Gyérgyfy, E. Nagy u. M. Panezél, Acta chim. 
Acad. sci. hung. 6, 143 [1955]. 
* Noch nicht veréffentlicht, 
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Tab. 3. Aufteilung und Séureumlagerung von Carotinoiden aus Zone III (a + b). 





benen 
griin- 
hellte 
Ather 


Zone 


Absorptions- 
Maxima in 
CS, mu 


Farbreaktion 
mit HCl in 
ather. Lésung 


Inhaltsstoffe 


Saureumlagerung 


ergab: 





1S er- 
onat 


nwir | U/l 


502, 472 


500, 470 


blau 
bestandig 
tief 
dunkelblau 


Xanthophyll- 
epoxyd 


Violaxanthin 


Flavoxanthin 


Auroxanthin + 








III/2 Mutatoxanthin 


bestandig 


schwach 
blau 
verblassend 


II1/3 501, 470, 441 Taraxanthin ? 


] icht 
schwach gelang nich 
blau 
verblassend 


III/4 501, 470, 441 Taraxanthin ? 














III/5 | 508,5,475,445|  negativ Xanthophyll 


Adsorption der Reaktionsprodukte an Zinkcarbonat lieferte eine braunlich-gelbe 
Zone, aus der Auroxanthin eluiert wurde. Die optischen Schwerpunkte dieses 
Pigmentes lagen nach nochmaliger chromatographischer Reinigung deutlich bei 
454, 423 mu in Schwefelkohlenstoff. Die atherische Lésung des Farbstoffes gab 
mit Salzsiure eine bestindige, tief dunkelblaue Fairbung. Das Eluat der oberhalb 
des Auroxanthins liegenden Zone zeigte kein deutliches Spektrum. Aus der rot- 
orangefarbenen dritten Zone konnte ein Pigment mit zwar nicht scharfen, aber 
doch einigermafen eindeutig meBbaren optischen Schwerpunkten eluiert werden. 
In Schwefelkohlenstofflésung lagen die Absorptionsmaxima bei 488, 459, (431) my, 
in Chloroform bei 468, 437 mu. Sie entsprechen dem Absorptionsspektrum des 
Mutatoxanthins. Auf Zusatz von waBr. Salzsiure zur aitherischen Lésung trat 
eine Blaufarbung auf, die iiber Violett verblaBte. Bei den Farbstoffen der noch tiefer 
liegenden Zonen handelte es sich offenbar um Zersetzungsprodukte, deren Ab- 
sorptionsmaxima unscharf und nicht eindeutig meBbar waren. 

Aus den Zonen III/3 und III/4 haben wir einen Farbstoff mit taraxanthin- 
ihnlichen Eigenschaften gewonnen. Die beiden Eluate wurden vereinigt und das 
Pigment durch weitere zweimalige Adsorption an Zinkcarbonat gereinigt. Dabei 
wurden braun-orange gefirbte Begleitstoffe mit verschwommenen Spektren ab- 
getrennt und eine gelbe Zone erhalten, deren Farbstoff die folgenden Absorptions- 
maxima erkennen lieB: in Schwefelkohlenstoff: 501, 469, 441 my, in Benzin: 472, 
443, (417) mu. Das Carotinoid verhielt sich im Verteilungsversuch hypophasisch 
und gab beim Schiitteln seiner atherischen Lésung mit wifr. 25-proz. Salzsdure 
eine schwache Blaufirbung, die rasch verblaBte. In kristallisiertem Zustand konnten 
wir den Farbstoff nicht erhalten. Ein Umlagerungsversuch fiihrte zu Reaktions- 
produkten, die nach Adsorption an Zinkcarbonat teils unmeBbar verschwommene 
Spektren, teils die Absorptionsmaxima des unverinderten Ausgangsproduktes 
aufwiesen. 

Unmittelbar unterhalb der Violaxanthin-Schicht erhielten wir bei einer der 
chiomatographischen Reinigungen des Pigmentgemisches der Zonen III (a + b) 
der ersten Adsorption 2 Farbzonen, deren Pigmente sich auf Grund ihrer Ab- 
sorptionsmaxima und ihrer HCl-Reaktionen in atherischer Lésung als Muta- 
toxanthin und Antheraxanthin erkennen lieBen. Im obersten Teil der schmalen 
Saule erhielten wir einen braun-orange gefairbten Bezirk, dessen Farbstoff in athe- 
rischer Lésung mit Salzsaure eine tief dunkelblaue, aber nicht lange bestindige 
Farbung ergab. Der Farbstoff verhielt sich hypophasisch und lieB in Schwefel- 
kohlenstoff die optischen Schwerpunkte 488, 459, (430) my, in Benzol 468, 439 my, 
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in Benzin (70—80°) 456, 426 my, in Pyridin 473, 443 mu erkennen. Unterhalh 
des Mutatoxanthins lag eine schmale rotorangefarbene Zone. Absorptions- 
maxima in Schwefelkohlenstoff : 505, 482 my. Nach neuerlicher chromatographischer 
Reinigung wurde daraus eine sehr kleine Menge Antheraxanthin erhalten. Seine 
optischen Schwerpunkte lagen in Schwefelkohlenstoff bei 510, 479 mu, in Benzol 
bei 493, 461 mu. Schiittelte man die atherische Lésung mit Salzsiure, so trat erst 
nach einiger Zeit Blaufirbung auf. Das im Chromatogramm dariiber liegende 
Mutatoxanthin diirfte erst wihrend der Adsorption an nicht vorbehandeltes Zink- 
carbonat aus Antheraxanthin (gegebenenfalls aber auch aus Violaxanthin) ent- 
standen sein. 

Zone IV der ersten Adsorption enthielt eindeutig Xanthophyll (Lutein). 
Das Pigment wurde aus Methanol umkristallisiert und lieferte die charakteristischen 
metallisch glinzenden Prismen mit schwalbenschwanzférmigen Einkerbungen. 
Schmp. 192—193° (korr.). Ein Mischchromatogramm mit Xanthophyll aus Tagetes 
grandiflora war vollig einheitlich. Absorptionsmaxima in Schwefelkohlenstoff: 508, 
475, 445 mu, in Benzin: 477,5, 447,5, 420 mu, in Methanol: 473,5, 444, 418 my. 

Das Eluat der Zone V der ersten Adsorption lieferte einen minimalen Ab- 
dampfriickstand, von dessen weiterer Untersuchung Abstand genommen wurde. 


Zusammenfassung 


Aus Cladophora fracta wurden /-Carotin, Xanthophyll und Xantho- 
phyll-epoxyd in kristallisierter Form isoliert. Violaxanthin wurde durch 
Saureumlagerung in Auroxanthin und Mutatoxanthin nachgewiesen. 
AuBerdem konnten Spuren Antheraxanthin und sein Isomerisierungs- 
produkt Mutatoxanthin aufgefunden werden. Taraxanthin lieB sich nicht 
sicher nachweisen. 


Summary 


Crystalline #-carotene, lutein and lutein-epoxide were isolated from 
cladophora fracta. The presence of violaxanthin was determined by acid 
rearrangement into auroxanthin and mutatoxanthin. In addition, traces 
of antheraxanthin and its isomer mutatoxanthin were detected. Tara- 
xanthin was not determined unequivocally. 








Bd. 3 








hischer 
. Seine 
Benzol 
at erst 
genie 
Zink. 
|) ent- 
itein), 
ischen 
ingen. 
agetes 
: 508, 
8 my. 
| Ab- 
urde, 


tho- 
urch 
sen, 
ngs- 
icht 


‘om 
cid 
ces 
ra- 











Bd. 310 (1958) 


Der Gehalt an Coenzym A in jungen, alten 
*, x 


und kataraktésen Augenlinsen 
Von 
Johann Piitter+ und Ulrich Dardenne 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut (Direktor: Prof. Dr. Dr. W. Discher]) 
und der Augenklinik (Direktor: Prof. Dr. H. K. Miiller) der Universitit Bonn 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. September 1957) 


Seit der Entdeckung des Coenzyms A (CoA) durch Lipmann und 
Kaplan! sind die Befunde iiber die vielfaltige Bedeutung dieses Wirk- 
stoffes im Zusammenspiel der einzelnen Stoffwechselablaufe immer zahl- 
reicher geworden. Unter der Fiille dieser Reaktionen, wie sie z.B. von 
Holzer? in einer Ubersicht dargestellt sind, seien der oxydative Kohlen- 
hydratabbau, der Fettsaéureauf- und -abbau, die Acetylcholinsynthese 
sowie der Stoffwechsel der Porphyrine, der Sterine und einiger Amino- 
siuren erwaihnt; hinzuzufiigen ware die Acetylierung einiger unphysio- 
logischer, z.T. toxischer Amine (Sulfanilamid, p-Aminoazobenzol usw.), 
worin vielleicht eine gewisse Entgiftungsfunktion des CoA zu sehen ist. 

Wegen dieser zentralen Stoffwechselstellung schien es uns inter- 
essant, die Aktivitaét des CoA bei solchen altersbedingten und patho- 
logischen Veriinderungen eines Gewebes zu untersuchen, fiir die eine Ab- 
nahme der Stoffwechselgr6Ben bekannt ist. Fiir derartige Untersuchungen 
erscheint die Augenlinse besonders geeignet, denn die erwihnten Gewebe- 
veranderungen sind an diesem Organ leicht zu erkennen. 


Methodik 


Die Linsen von Kalbern, Rindern und Schweinen wurden sofort nach dem 
Tode der Tiere entnommen. Die menschlichen Linsen stammen von 12—24 Stdn. 
vorher Verstorbenen bzw. von dem Operationsmaterial der Universitits-Augen- 
klinik Bonn. 

Alle Linsen wurden nach der Entnahme bei —18° eingefroren und so bis zur 
Bestimmung des CoA aufbewahrt. In den Fallen, bei denen Kern und Rinde 
getrennt untersucht wurden, wurde entweder nur der Kern oder nur die Rinde 
genommen. Im hart gefrorenen Zustand wurde die Rinde bzw. der Kern in der 
Form pripariert, daB mit Sicherheit keine gemischten Linsenteile zum Versuch 
kamen. 


* Ein Teil dieser Arbeit wurde bei der 60. Zusammenkunft der Deutschen 
Ophthalmologischen Gesellschaft in Heidelberg 1956 vorgetragen. 

** Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fiir die Férderung 
der Arbeit zu Dank verpflichtet. 

+ Jetzige Anschrift: Farbenfabriken Bayer AG., Wuppertal-Elberfeld, Patho- 
logisches Institut. 

1 F. Lipmann, J. biol. Chemistry 160, 173 [1945]; F. Lipmann u. N. O. 
Kaplan, ebenda 162, 743 [1946]. 
2 H. Holzer, Angew. Chem. 64, 248 [1952]. 
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Die Linsen wurden mit der 10-fachen Wassermenge unter EKiskiithlung homo- 
genisiert. Von dem Homogzenat wurden 2 ml kurz aufgekocht, sofort in Eiswasser 
abgekiihlt und zentrifugiert. Das Uberstehende wurde mit dem gleichen Volumen 
m/15-KH,PO, versetzt; bei dem resultierenden py von 5,85 fiel das noch geléste 
EiweiB aus und wurde abzentrifugiert. Von dem Uberstehenden wurden 2,5 ml 
abpipettiert, auf dem Wege der Gefriertrocknung eingeengt und mit 0,5 ml Wasser 
wieder aufgenommen. Durch die relativ starke Verdiinnung wurde 1) eine groBe 
Extraktionswirkung, zunichst ohne Eiweiffillung, erreicht, ohne daB es zu einem 
Gelieren des LinseneiweiBes beim Kochen kam, und 2) CoA-Verluste durch MitreiB- 
effekte beim EnteiweiBen klein gehalten. Die anschlieBende Einengung erméglichte 
trotz dieser Verdiinnung die Erfassung auch kleiner CoA-Mengen. Zur Ermittlung 
etwaiger Aufarbeitungsverluste an CoA wurden Vergleichsversuche mit Zusatz be- 
kannter Mengen an CoA zum Linsenhomogenat durchgefiihrt. Es ergab sich ein 
Verlust von bis zu 25%. Die in den Tabellen aufgefiihrten Zahlen stellen die tat- 
sichlich gefundenen Werte (ohne Beriicksichtigung der Verluste) dar und diirften 
um etwa 20% unter den wirklichen liegen. 

Die eigentliche Bestimmung des CoA erfolgte nach Kaplan und Lipmann?® 
durch Acetylierung von Sulfanilamid, wobei das nicht-acetylierte anschlieBend nach 
Bratton und Marshall‘ kolorimetrisch gemessen wurde. Zur AusschlieBung 
eventueller anderweitig verursachter Verluste von Sulfanilamid wurde bei einigen 
Stichproben nach der Inkubation das acetylierte Sulfanilamid durch Kochen mit 
Salzsaure wieder verseift; nach Abkiihlung wurden durchschnittlich 98,5% des ein- 
gesetzten Sulfanilamids wieder gefunden. 


Ergebnisse 


Da normales menschliches Untersuchungsmaterial nur in sehr ge- 
ringen Mengen zur Verfiigung stand, waren wir zum Vergleich junger 
und alter Gewebe im wesentlichen auf Tierlinsen angewiesen. Um zu 
iiberpriifen, ob es in etwa gerechtfertigt ist, die Ergebnisse dieser Ver- 
suche auf menschliche Linsen zu iibertragen, haben wir zunichst den 
CoA-Gehalt von Rinder-, Schweine- und Menschenlinsen miteinander 


Tab. 1. Vergleich des CoA-Gehaltes (ug CoA/g Frischgewicht) in 
Linsen von Rind, Schwein und Mensch. Beim Menschen ist das 
Lebensalter in Klammern hinzugefiigt. 





Rind Schwein Mensch 





14,8 20,0 3 
21,2 17,5 29, 
17,7 22,3 21, 
15,6 18,2 2 

17,0 
16,6 
13,2 
15,6 
16,3 
15,3 
15,4 
20,0 











16,5 19,5 25,9 (47,5 J.) 








3. N. O. Kaplan u. F. Lipmann, J. biol. Chemistry 174, 37 [1948]. 
4 ALC. 


Bratton u. E. K. Marshall jr., J. biol. Chemistry 128, 537 [1939]. 
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verglichen, um die gréBenordnungsmaBige Ubereinstimmung zu priifen 
(Tab. 1). Die aufgefiihrten Zahlenwerte menschlicher Linsen stammen 
von Personen mittleren Lebensalters (21—55 Jahre). 

Aus der Literatur kann noch die Angabe von van Heyningen, 
Pirie und Boag® itiber den CoA-Gehalt von Kaninchenlinsen hinzu- 
gefiigt werden, der im Durchschnitt ungefahr 10 Lipmann-Einheiten 
(also etwa 25 ug) pro Gramm betrug. 

Es zeigt sich demnach, daB die Unterschiede bei den untersuchten 
Arten gering sind. Die gefundenen Differenzen stimmen iiberein mit den 
allgemein bekannten Unterschieden in der Stoffwechselaktivitat dieser 
Linsen. 

Zum Vergleich des CoA-Gehaltes junger und alter menschlicher 
Linsen haben wir in Tab. 2 die Werte der von uns untersuchten jungen 


Tab. 2. Vergleich des CoA-Gehaltes junger und alter menschlicher 
Linsen sowie von Linsen mit Altersstar (ug CoA/g Frischgewicht). 
Das Lebensalter ist bei den normalen Linsen in Klammern beigefiigt. 

















Jung Alt Cataracta senilis 
37,0 (16 J.) 20,3 (55 J.) 6,9 
30,0 (16 J.) 16,0 (60 J.) 6,2 
33,2 (21 J.) 27,0 (56 J.) 3,1 
21,2 (62 J.) 15,2 
7,1 
33,3 | 21,1 | 


menschlichen Linsen (bis zum 21. Lebensjahr) denen der alten (iiber 
55 Jahre) gegeniibergestellt. Der Gehalt der alten lag ungeféhr um 1/, 
unter dem der jungen Linsen. Die verstindlicherweise geringe Anzahl 
der Bestimmungen an menschlichen Linsen lieB sich erginzen durch 
die Gegeniiberstellung der Werte aus 12 Kalber- und 12 Rinderlinsen 
(Tab. 3). Die altersbedingte Abnahme des CoA-Gehaltes der Rinderlinsen 


Tab. 3. Vergleich des CoA-Gehaltes der Linsen von Kalbern und Rindern 
(ug CoA/g Frischgewicht). 





Kalb: 25,0 


25,3 25,0 26,5 24,5 28,2 26,0 24,2 26, 
Rind: 14,8 17,7 15,6 6,3 15 


1 21, 25,4 
15,3 1 


23, 1,1 25,5 
21 5,4 20,0 16,5 


1 
"2 17,7 15,6 17,0 16,6 13,2 15,6 16, 
entsprach der der menschlichen Linse. Einen besseren Anhalt fiir das 
AusmaB der Alterung als das Lebensalter bietet vielleicht der Sklero- 
sierungsgrad der Linse, der allerdings schwer quantitativ erfaBbar ist. 
Wir beobachteten, daB in den Fallen, wo die Gelbfairbung des Kernes 
am stirksten war, im allgemeinen der CoA-Gehalt am geringsten war. 
Aus zahlreichen friiheren Untersuchungen ist bekannt, da der 
oxydative Stoffwechsel der Linsen nur in deren aéuBerer Struktur ablauft. 


5 R. van Heyningen, A. Pirie u. J. W. Boag, Biochem. J. 56, 372 [1954]. 
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AuBerdem stellt der Kern den ontogenetisch alteren Teil der Linse dar. 
Aus diesem Grunde haben wir in weiteren Versuchen Rinde und Kern 
getrennt auf ihren CoA-Gehalt untersucht. Wie Tab. 4 zeigt, ist der 
CoA-Gehalt des Kerns geringer als der der Rinde, und zwar beim Kalb 
um 39% und beim Rind um 47%. 


Tab. 4. Vergleich des CoA-Gehaltes von Rinde und Kern von 
Kilberlinsen und Rinderlinsen (ug CoA/g Frischgewicht). 























Kalb Rind 

Rinde Kern Rinde Kern 
28,2 16,4 22,0 13,4 
29,0 18,2 21,5 14,2 
32,0 16,0 7 2, Hag | 10,3 
27,4 20,2 25,0 12,5 

22,9 13,7 

22.5 - 84 
29,2 | 17,7 | 22,9 | 12,1 


Von der rein altersbedingten CoA-Abnahme hebt sich quantitativ 
der Zustand bei Cataracta senilis deutlich ab. Der CoA-Gehalt betrug 
hier im Mittel nur noch 37% desjenigen der normalen Alterslinse (Tab. 2). 


Diskussion 

Bisherige Untersuchungen iiber die altersbedingten Stoffwechsel- 
verinderungen der Linse ergaben im wesentlichen eine allgemeine Ab- 
nahme des Kohlenhydrat-Stoffwechsels, wobei es besonders zu einer 
Herabsetzung des oxydativen Anteils zu kommen scheint®’, und eine 
wohl daraus resultierende Herabsetzung der Bildung von energiereichen 
organischen Phosphaten®:®*. In engem Zusammenhang mit diesen herab- 
gesetzten Stoffwechselleistungen steht méglicherweise die Abnahme der 
wasserléslichen LinseneiweiBe im Alter!®. 

Die genannten Veranderungen lassen sich ohne Schwierigkeiten mit 
einer Abnahme des CoA in Beziehung bringen, welches mit Sicherheit 
an diesen Stoffwechselvorgangen, zum Teil in Schliisselpositionen, be- 
teiligt ist. Die Frage, ob der von uns in dieser Arbeit festgestellte CoA- 
Mindergehalt im Alter als primére Ursache oder zwangsliufige Begleit- 
erscheinung obiger Stoffwechselabnahmen anzusehen ist, kann nach den 
bisher vorliegenden Untersuchungen noch nicht ohne weiteres beant- 
wortet werden. 





6 H. K. Miller, O. Kleifeld, R. Fuchs, U. Dardenne, O. Hockwin u. 
P. Arens, Graefes Arch. Ophthalmol. verein. Arch. Augenheilkunde 156, 460 [1955]. 
?7 U. Dardenne, Graefe’s Archiv fiir Augenheilkunde, im Druck. 
8 J. Nordmann u. P. Mandel, Ann. Oculistique 185, 929 [1952]. 
® P. Mandel u. J. Klethi, C. R. Seances Soc. Biol. Filiales 150, 992 [1956}. 
10 A. Jess, Kurzes Hdbch. d. Ophthalmologie Bd. 5, 8. 170; Springer-Verlag, 
Berlin 1930, und andere. 
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Gegen eine primiar-ursichliche Bedeutung scheint die von Dar- 
denne gemessene relative Zunahme des DPN-H in der alternden Linse 
zu sprechen. Denn bei einer primaren Abnahme des CoA bei noch er- 
haltener Aktivitat der ibrigen an Fermentsystemen beteiligten Faktoren, 
insbesondere des Atmungskettensystems, kénnte man z. B. infolge Herab- 
setzung des Pyruvatabbaus im Citronensiurecyclus einen Aufstau von 
DPN® erwarten. Andererseits kann sich aber auch ein Verlust an CoA 
iiber eine St6rung der Haiminsynthese auf die Oxydation des DPN-H so 
auswirken, daB eine Erhéhung der Relation DPN-H/DPN® resultiert. 
Es werden also zur Klarung dieses Problems noch weitere Untersuchungs- 
ergebnisse abzuwarten sein. 

Die im Laufe des Lebens stets neugebildeten Linsenfasern werden 
zunachst in der Rinde angelagert und durch die nachfolgenden, Fasern 
zum Kern zusammengedringt. Die Rinde besteht daher immer aus relativ 
jungen Fasern. Daf sie mehr CoA enthalt als der Kern, steht daher in 
Ubereinstimmung mit unseren vorhergegangenen Ergebnissen. Anderer- 
seits ist es jedoch erstaunlich, daB der Kern eine immerhin betrachtliche 
Menge an CoA enthilt, da er nach zahlreichen Autoren keinen oxydativen 
Stoffwechsel besitzt. Dies 1é8t sich vielleicht durch andere Funktionen 
des CoA, wie z. B. die Beteiligung am Aminosaurenstoffwechsel, erkliren. 

In gewissem Einklang mit unseren Ergebnissen tiber den Zusammen- 
hang zwischen der altersbedingten Stoffwechselabnahme und dem CoA- 
Gehalt steht die CoA-Abnahme bei einer pathologischen Stoffwechsel- 
senkung, der Katarakt. Die von van Heyningen und Mitarbeitern® 
gefundene Abnahme von CoA bei der experimentellen Réntgenkatarakt 
von Kaninchen ]aBt sich nach unseren Befunden also auch auf die mensch- 
liche Cataracta senilis ttbertragen. 

van Heyningen und Mitarbeiter® setzen diese CoA-Abnahme in 
eine Beziehung zu einer allgemeinen Abnahme der SH-Gruppen und 
sehen neben anderen Autoren in letzterer die generelle Kataraktursache. 
Eine andere Forschergruppe bevorzugt die Hypothese, daf fir die 
Kataraktentstehung die Abnahme der Bildung von ATP und anderen 
energiereichen Nucleotidphosphaten entscheidend sei. 

Nach unserer Meinung besteht zwischen diesen beiden Befunden ein 
derart enger Zusammenhang, daB eine Schidigung auf der einen Seite 
zwangsliufig eine Beeintrichtigung der anderen hervorruft, welche 
wiederum im Sinne eines circulus vitiosus auf die erste St6rung riick- 
wirkt. So kommt es durch einen Mangel an Fermenten und Cofermenten 
mit wirksamen SH-Gruppen zu einer Sto6rung der Synthese von energie- 
reichen Phosphatverbindungen, und andererseits verringert ein ATP- 
Mangel energieerfordernde Synthesen von Fermenten und Cofermenten. 

In einem solchen circulus vitiosus kime dem CoA in zweifacher Hin- 
sicht eine Zwischenstellung zu: Einmal gehért es sowohl zur Klasse der 
energiereichen Nucleotidphosphate als auch zu der derSH-Verbindungen ; 
andererseits stellt es auch in funktioneller Hinsicht ein Zwischenglied 
zwischen den energiereichen Phosphaten und den SH-Gruppen tragenden 
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Fermenten und Cofermenten dar: Durch Einleitung des Citratcyclus ist 
es einerseits an der ATP-Bildung entscheidend beteiligt, andererseits ist 
es zum Aufbau von SH-Fermenten notwendig. So stellten z.B. Marmur, 
Nisman und Hirsch"! fest, daB die Neusynthese von Succinodehydro- 
genase die Anwesenheit von CoA erfordert. 


Zusammenfassung 


Unter leichter Modifizierung der Methode von Kaplan und Lip- 
mann® wurde der CoA-Gehalt von Augenlinsen bestimmt. 

Es ergab sich folgendes: 1. Menschliche Linsen weisen einen, etwas 
hdheren CoA-Gehalt auf als die von Rind und Schwein. 2. Der CoA- 
Gehalt ist im Alter herabgesetzt. 3. Die Rinde enthilt wesentlich mehr 
CoA als der Kern. 4. Der CoA-Gehalt kataraktéser Linsen ist noch ge- 
ringer als der von Alterslinsen. 

Die Abnahme des CoA-Gehaltes wurde hinsichtlich ihrer Bedeutung 
fiir den Alterungsvorgang und die Kataraktbildung naher besprochen. 


Summary 


Using the slightly modified method of Kaplan and Lipmann® | 


the CoA content of eye lenses was determined. 

The results are as follows: 1. Human lenses contain somewhat more 
CoA than lenses from beef and pig. 2. CoA content is reduced in old age. 
3. The cortex contains appreciably more CoA than the nucleus 
4. CoA content of cataract lenses is smaller yet than in old age lenses. 

The decrease of CoA content was discussed with regard to the im- 
portance for the aging process and the formation of cataracts. 


11 J. Marmur, B. Nisman u. M. L. Hirsch, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 
240, 1939 [1955]. 
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Die Chemotaxis der Schwarmsporen von Wasserpilzen 
(Saprolegniaceen) 
Von 
F. G. Fischer und Gottfried Werner* 
Aus dem Chemischen Institut der Universitit Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. September 1957) 


Durch die Untersuchung des Chemotropismus von Sapro- 
legniaceen! wurde unsere Aufmerksamkeit auch auf die Chemotaxis 
ihrer Schwarmsporen gelenkt. Diese Zellen, die bei der ungeschlecht- 
lichen Vermehcung des Pilzes aus dem Plasma seiner Hyphen in beson- 
deren Organen, den Zoosporangien, gebildet werden, vermégen sich 
durch den Schlag ihrer GeiBeln im Wasser schnell fortzubewegen. Schon 
zu Beginn seiner grundlegenden Arbeiten itiber Chemotaxis hat Wilhelm 
Pfeffer? beobachtet, daB die Schwairmsporen von Saprclegnia ferax 
durch die natiirlichen Objekte, die sie befallen und auf denen sie dann 
auskeimen, und sich vermehren, angelockt werden. 

Bringt man in einen Wassertropfen mit Schwarmern z. B. ein ab- 
gerissenes Fliegenbein, so sieht man, wie die bislang kreuz und quer 
schwirmenden Sporen aus zunehmendem Umkreis mit gréBter Leb- 
haftigkeit auf die Wundstelle des Beines zustreben, sich darauf fest- 
setzen und alsbald einen runden Ballen bilden. Auch eine Loésung von 
Fleischextrakt, die aus der Offnung einer sehr diinnen, einseitig zu- 
geschmolzenen Glaskapillare in die Schwiarmer-Suspension eindringt, 
lockt die Sporen ausgezeichnet. 

Zwei weitere auf Pfeffers Anregung ausgefiihrte Untersuchungen 
hatten die Identifizierung der auf die Pilzschwirmer chemotaktisch 
wirkenden Stoffe zunt Ziel: B. Stange*® fand, da8 Alkaliphosphate 
chemotaktisch positiv wirken und glaubte daher, dab die Anlockung 
durch Fleischextrakt, Insektenleichen usw. allein auf ihren Gehalt an 
Phosphaten zuriickzufiihren sei. F. Miiller* erkannte, daB die Wirk- 
samkeit der Phosphate viel zu schwach sei, um die chemotaktischen 
Effekte von Fleischextrakt zu erklaren und nahm an, nachdem er mit 
verschiedenen EiweiSpraparaten gute Anlockungen erzielt hatte, dab 
die Wirksamkeit des Extraktes eine Folge der darin enthaltenen Proteine 
ware. Auf weitere Befunde Millers wird noch zuriickzukommen sein. 


* Dissertat. G. Werner, Wiirzburg 1950. 

1 ¥, G. Fischer u. G. Werner, diese Z. 300, 211 [1955]. 

2 W. Pfeffer, Untersuchungen a. d. Bot. Inst. zu Tiibingen I, 367 und II, 
654 [1884]. 

3 B. Stange, Bot. Ztg. 48, 107 [1890]. 

4 F, Miller, Jb. wiss. Bot. 49, 421 [1911]. 
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auf Saprolegnia-Schwarmer positiv chemotaktisch wirkenden Stoffe zum 
Ziele. 

Sowohl in den beiden genannten Arbeiten wie in fast allen spateren 
Untersuchungen der Chemotaxis anderer Objekte hat die Kapillaren- 
Methode von Pfeffer gedient. Wir haben sie ebenfalls benutzt, sie jedoch 
durch Anwendung viel gréBerer Volumina von Schwarmer-Suspension 
in Glasschilchen (und nicht von Tropfen auf einem Objekttrager) und 
durch Ausschaltung verschiedener, von uns erkannter Fehlerquellen so 
weit verbessert, daB reproduzierbare und quantitativ auszuwertende 
Beobachtungen zu erzielen waren. 

Die allermeisten Versuche wurden mit Schwairmern von Sapro- 
legnia mixta de Bary ausgefiihrt; doch sind die Befunde auch mit den 
Zoosporen von 8S. ferax Thuret bestatigt worden. AuBerdem wurden 
weitere submers lebende Arten aus der Familie der Saprolegniaceen 
herangezogen, um ihre Fahigkeit zur Bildung von gut beweglichen 
Sporen zu priifen und um die chemotaktische Reizbarkeit dieser Sporen 
im Vergleich zu jener der vorstehend genannten Arten in den Grund- 
ziigen festzustellen (siehe S. 84). 


1. Methodisches 
a) Zichtung der Schwirmsporen 


Schon Klebs® hat festgestellt, daB eine gute Ernihrung des Pilzmycels die 
Voraussetzung fiir eine reichliche Sporangien- und Schwiarmerbildung ist; diese 
1a8t sich dann durch plétzlichen Entzug ernihrender Stoffe herbeifiithren, wie 
er durch Wassern des Mycels eintritt. Fliegen oder Ameisenpuppen, die friihere 
Autoren als Nahrsubstrat zur Zucht von Schwirmern verwendet hatten, erwiesen 
sich als unzweckmaBig; die Mycelausbildung ist so gering, daB mit den daraus 
ernaltenen Schwirmern nur Versuche in einem Tropfen auf einem Objekttrager 
moglich sind. AuBerdem sind Bakterieninfekte schwer zu unterdriicken. Auch mit 
Erbsendekokt machten wir weniger gute Erfahrungen. 

Da der Pilz auf Malz-Agar gut wichst, wurde seine Kultur in waBGriger Malz- 
lésung versucht, wobei sich eine 3-proz. Lésung am besten bewahrte. Es wurde 
folgendermaBen verfahren: 

Die mit dest. Wasser hergestellte 3-proz. Malzlésung (Miinchener Malzextrakt 
,,Maltzin‘‘ der Diamalt AG., Miinchen) wird bei 100° sterilisiert, nach dem 
Abkihlen und mehrstiindigem Stehenlassen filtriert und erneut durch Aufkochen 
keimfrei gemacht. Je 10 m/ davon werden in Petri-Schalen (Durchmesser 10 cm) 
gegossen und mit einer Malz-Agar-Kultur des Pilzes geimpft (etwa 10 Mycel-Impf- 
kliimpchen pro Schale). Die Kulturen wurden nun bei 23—25° zur Entwicklung 
gebracht. Nach 48 Stdn. wird die Schwarmerbildung in folgender Weise eingeleitet : 
Das gebildete Mycel, welches die Schale nahezu ausfiillt, wird mit einer Schere 
in 0,5 em breite Streifen spiralférmig zerschnitten. Diese Streifenstiicke (etwa 
20cm pro Schale) werden in Petri-Schalen 3mal mit je 10 ml ausgekochtem 
Leitungswasser® ausgespiilt; innerhalb 3—5 Stdn. wird sodann weitere 3mal das 


5 G. Klebs, Jb. wiss. Bot. 38, 513 [1899]; 85, 80 [1901]. 
6 Da aus den noch zu schildernden Versuchen hervorgeht, daB die Inhalts- 
stoffe des Wassers, in dem die Zoosporen sich befinden, auf die Resultate den 
gréBten EinfluB haben, miissen hier einige Angaben iiber das von uns verwendete 
Wiirzburger Leitungswasser stehen. In mg/l: Trockenriickstand 869,0, Cl 30,0, 


Auch unsere Versuche hatten die chemische Kennzeichnung der 


























67 





Bd. 310 (1958) Die Chemotaxis der Schwirmsporen 





Wasser gewechselt. Geschieht die erste Wisserung am Abend (20 Uhr), so sind 
bei Aufbewahrung im Brutschvank bei 23—25° stets am nachsten Morgen um 
8 Uhr gewaltige, zum gréften Teil schon unbeweglich gewordene Schwarmer- 
massen des ersten Stadiums in den Schalen. Um 10 Uhr sind alle Sporen in das 
zweite, linger bewegliche Schwirmerstadium eingetreten; von jetzt ab sind sie 
fiir den chemotaktischen Versuch brauchbar. Am nichsten Morgen findet man 
in der Hauptsache noch sich bewegende Schwirmer, daneben jedoch schon in 
betrachtlicher Menge sessil gewordene, meistens schon ausgekeimte Sporen. 

In der geschilderten Weise erhielt man genau reproduzierbar gleichmabig 
dichte Suspensionen von Schwarmern des zweiten Stadiums, die — bei gleichem 
Alter — in der Hauptzahl beim Anlockungsversuch gleichartig reagieren. Die 
Suspensionen enthielten 10—12 Schwiirmer pro 0,1 ul, also 100000—120000 
Schwirmer pro ml (mit Hilfe einer Blutkérperchen-Zihlkammer mehrfach be- 
stimmt). 

Die einzelnen Bedingungen der hier angegebenen Schwirmer-Ziichtung 
wurden erst nach vielen Abinderungen festgelegt. Das Zerschneiden in Streifen 
z. B. und das angegebene griindliche Wissern ist unerliBlich; wenn die unzerteilte 
Mycelscheibe gewissert wird, dann wichst das Mycel, wenn auch kiimmerlich, 
spitzenwiarts weiter, und die Schwirmerbildung bleibt aus oder ist nur sehr gering. 


b) Der chemotaktische Versuch 

Die bisher iibliche Beobachtung beweglicher Zellen nach Pfeffer im Wasser- 
cropfen auf einem Objekttriger wurde, da uns viele ml der Schwirmer-Suspen- 
sionen taglich zur Verfiigung standen, durch eine exaktere ersetzt, die manchen 
moglichen Fehler sicher ausschloB. Wir verwendeten fiir die Anlockungsversuche 
Glasschalchen mit 3 cm Durchmesser und 0,5 cm Hohe (hergestellt aus beider- 
seits plangeschliffenen Glasringen, die auf einer planparallelen Glasplatte mit 
Polyvinyl-Klebstoff befestigt waren). In diese Schalchen wurden jeweils 1,2 ml 
Schwirmer-Suspension pipettiert. Es mu8 durch Schwenken des Schilchens die 
allseitige Benetzung seines inneren Randes erreicht werden, da der Versuch sonst 
durch Erscheinungen der Oberflichenspannung gestért werden kann. Die ebene 
Fliche der Flissigkeit steht dann gleichmaBig 0,5 mm hoch. Héhere Schichten 
sind unzweckmaSig, da die Schwirmer aus Sauerstoffbediirfnis in nichster Nahe 
der Oberfliche schwimmen. 

Das Mikroskop ist erschiitterungsfrei aufzustellen; die Warmestrahlen des 
Lichtbiindels aus dem Beleuchtungsapparat werden zur Vermeidung von Str6- 
mungen im Schalchen durch Vorschalten einer 2-proz. Lésung von Mohrschem 
Salz aufgefangen. Wiihrend des Versuches ist das Schilchen mit einer Glasplatte 
bedeckt, um Stérungen der Fliissigkeitsoberfliche durch die Atemluft des Beob- 
achters zu verhindern. 

Die Kapillaren werden aus peinlichst gesiuberten, diinnen Jenaer Duran- 
Glasréhrchen (5mm Durchmesser) gezogen und unter dem Mikroskop mit Hilfe 
eines MeBokulars ausgemessen. Die brauchbaren (mit einer lichten Weite von 
90—110 uw) werden in 10—12 mm lange Stiicke zerschnitten und staubfrei auf- 
bewahrt. Glasréhren und Kapillaren diirfen nur mit Gummihandschuhen und 
Pinzetten beriihrt werden; eine Beriihrung mit Hautschweif ist unbedingt zu 
vermeiden! Zur Fiillung wird die beiderseits noch offene Kapillare in die zu 
prifende Lésung getaucht und dann einseitig mit einem Sparflammchen zu- 
geschmolzen (was sich ohne Uberhitzung der Lésung bewerkstelligen li8t). Vom 
offenen Ende werden schlieBlich mit einer Pinzette kleinste Teile abgezwickt, bis 
ein glatter Bruch entsteht und keine Luftblase mehr dort ist. Nun wird die ge- 
fiillte Kapillare in die Schwirmer-Suspension gelegt, mit dem offenen Ende zuerst 


NO, 22,0, SO, 214,7, gebundene CO, 139,6, freie CO, 57,2, zugehérige CO, 76,2, 
CaO 251,6, MgO 74,3, Carbonatharte (Grade) 17,8, Nicht-Carbonathirte (Grade) 
17,7, Gesamtharte (Grade) 35,5. Bei 10 Min. langem Kochen fallt ein Niederschlag 
von 230 mg aus (entspr. 129 mg CaO). Die Angabe: ,,Leitungswasser“‘ bedeutet 
im folgenden stets Leitungswasser, das 10 Min. gekocht hatte. 


5* 
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und so, daB dieses etwa in die Mitte des Schilchens zu liegen kommt. Falls die 
Kapillare schwimmt, muB sie sofort mit Hilfe eines Spatels untergetaucht werden. 
Die mikroskopische Beobachtung beginnt nach dem Zudecken des Schilchens 
méglichst bald. 

Versuche mit farbstoffhaltigen Lésungen zeigen, da der Austritt des Kapil- 
laren-Inhalts in das AuBenwasser nicht nur durch Diffusion geschieht, sondern 
auch durch AusflieBen, da meistens Innen- und Aufenlésung verschiedene Dichten 
haben. An der Kapillarenmiindung sorgt zudem die lebhafte Bewegung der Schwar- 
mer fiir Durchmischung. Die Ausbreitung der Innenlésung geht jedoch in der 
diinnen Schicht der Schwirmer-Suspension sehr gleichmaBig vor sich. 


2. Die Anlockungserscheinungen 


Es sollen zunichst jene Erscheinungen geschildert werden, die 
bei der Anlockung von Schwiarmern des zweiten Stadiums mit ,nattr- 
lichen“ Lésungen (wie Fleisch-Kochsaft, Blut, Harn usw.) beobachtet 
werden. 

Nach dem Eintauchen der Kapillare in die Schwirmer-Suspension 
dauert es nur einige Sekunden, bis die Schwarmer beginnen, aus einem 
immer gréBer werdenden Umkreis auf die Kapillardffnung gerichtet zu 
schwimmen. Nach ihrem Erreichen dringen sie meistens mehr oder 
weniger tief in die Kapillare ein. Haufig bildet sich jedoch in kleiner 
Entfernung vor der Kapillarenmiindung ein dichter Schwarm von um- 
herwimmelnden-Sporen, die erst nach einiger Zeit den Weg in die 
Kapillare nehmen. Befinden sich die Schwarmer darin, so werden ihre 
Wimmelbewegungen im Laufe von wenigen Minuten langsamer, bis 
schlieBlich die sichtbar werdenden Geifeln nur noch mide Schlage aus- 
teilen und ganz erlahmen. Im nachsten Augenblick zuckt der Schwarmer 
zusammen, wobei seine ovale Form sich ganz ploétzlich zur Kugel 
wandelt. Das Zurruhekommen der Schwirmer findet meistens in einer 
begrenzten Zone statt, so daB die Kapillare unter Bildung eines Pfropfens 
verschlossen wird. Bei starkeren Lésungen kann dieses Festsetzen auch 
unmittelbar an und vor der Kapillarenéffnung stattfinden, so daB es 
zur Ausbildung einer ,,Traube‘’ kommt (Abb. 1). Die Schwarmer- 
Ansammlung bietet dann das gleiche Bild wie bei einer Anlockung durch 
, natiirliche Objekte, z. B. ein Fliegenbein (Abb. 2). Schon nach 15 bis 
20 Min. beginnen die Sporen einen Keimschlauch auszutreiben. 

Es ist zu beachten, da8 auch chemotaktisch positiv wirkende Lésungen in 
hédheren Konzentrationen die Schwirmer abstoBen, daB also ein ,,Umschlagen‘ 
ihrer Wirkung eintritt. Nur solche Lésungen sind also als negativ chemotaktisch 
zu bezeichnen, die bei jeder Konzentration repulsiv wirken. Es ist unwahrschein- 
lich, daB die abstoBende Wirkung héherer Konzentrationen der anlockenden Stoffe 


als osmotischer Effekt zu deuten sei. Wir beobachteten, daB die Schwarmer auch 
durch starke Lésungen von Rohrzucker oder Athanol unbeeinfluBt bleiben. 


Die abstoBende Wirkung von H-Ionen und OH-Ionen wurde von uns nicht 
weiter verfolgt, da sie schon F. Miiller* eingehend untersucht hat. Wir sorgten 
dafiir, da8 die von uns angewandten Lésungen nicht mehr als 0,2 pq-Einheiten 
vom Neutralpunkt abwichen. 

Bei vielen der von uns gepriiften, im folgenden genannten Lésungen 
beobachtet man Bilder der Anlockung, die verschieden sind von denen 
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bei ,,natiirlichen‘‘ Extrakten: Die Schwarmer k6énnen sich z. B. in 
dichten Scharen vor der Kapillarenéffnung ansammeln und dort lebhaft 
umherschwimmen, wie ein Bienenschwarm, ohne in die Kapillare einzu- 
dringen und ohne seBhaft zu werden; oder sie dringen sofort in die 
Kapillare ein, durchschwimmen sie in ihrer ganzen Linge und bleiben 
sehr lange darin beweglich. In anderen Fallen verlaBt der ganze Schwarm 
geschlossen wieder die Kapillare, in der er sich zunichst angehauft hatte. 

Die Wirkung von Insekten-Teilen, von Fleisch-Kochsaft und von 
anderen natiirlichen Objekten und Extrakten ist also zusammengesetzt 





Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. Schwarmsporen von Saprolegnia mixta nach Anlockung mit 0,l-m. KCl 
in der Kapillare (,,Traubenbildung“‘). AbbildungsmaBstab 75: 1. 


Abb. 2. Anlockung von Saprolegnia-mixta-Schwirmsporen durch den Muskel- 
biindel eines Fliegenbeins. Abbildungsmafstab 75: 1. 


aus zwei verschiedenen physiologischen Phanomenen, die durchaus nicht 
miteinander gekoppelt zu sein brauchen und bei Anwendung einfacherer 
Lésungen auch getrennt beobachtet werden kénnen: der Anlockung 
der Schwirmer, der eigentlichen Chemotaxis, und ihrem SeBhaftwerden, 
d.h.ihrer ,,Fixierung“ oder Encystierung. 

Ks ist wesentlich, daB bei der Beobachtung und Beurteilung chemo- 
taktischer Wirkungen diese Unterscheidung méglichst genau getroffen 
wird: Im extremen Falle einer Anlockung ohne Fixierung kommt es 
nur zu voriibergehenden Schwarmer-Ansammlungen vor oder in der 
Kapillare; im extremen Falle einer Fixierung ohne Anlockung werden 
nur jene Schwarmer vor oder in der Kapillare angesammelt und ,,sessil‘‘, 
die zufallig dorthin geraten sind (,,Fallenwirkung‘‘). 

In allen von uns beobachteten Beispielen des Befalls natiirlicher 
Substrate (Insektenteile, Fleischfaser) durch Pilzschwairmsporen, folgte 
die Encystierung regelmaBig der Anlockung, nachdem die Schwirmer 
einige Sekunden in unmittelbarer Nahe des Niahrsubstrats umher- 
gewimmelt waren und es berihrt hatten. Neuhinzukommende Sporen 
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bleiben an den bereits sessil] gewordenen sofort haften, so da8 es zur 


Bildung dichter Ballen kommt (Abb. 2). Analoges wird bei der Bildung 
von ,,Pfropfen“ und ,,Trauben“ an der Miindung von Kapillaren mit 
wirksamen Lésungen beobachtet (Abb. 1). Die Encystierung einer Spore 
wird offensichtlich von einer Anderung ihrer Oberflichenbeschaffenheit 
oder (bzw. und) von einer Stoffabsonderung begleitet, die auch benach- 
barte Schwarmer sessil macht. Solange alle Schwirmer beweglich sind, 
k6nnen sie sich im dichtesten Gedrange beriihren, ohne daB ein Haften- 
bleiben erfolgt, wie man in dem Gewimmel dicht gefiillter Kapillaren 





Abb. 3. Abb. 4. 


Abb. 3. Angelockte Schwirmsporen in der Kapillare vor der Teilung des Schwarmes. 
Abbildungsmafstab 25: 1. 


Abb. 4. Versuch von Abb. 3. Einige Sekunden spiiter hat sich der Sporenschwarm 
geteilt. 


beobachten kann. Auf die Faktoren, die auBer Sauerstoffmangel die 
Encystierung auslésen, wird weiter unten eingegangen werden. 

Bei Anwendung von gut anlockenden, nicht zu schnell fixierenden 
Lésungen (z. B. Blutserum 1:10 verdiinnt, 1-proz. Lésung von un- 
reinem Serum-Albumin) wurde sehr haufig eine merkwiirdige Erschei- 
nung in der Kapillare beobachtet, nimlich die Trennung der 
Schwarmsporen in zwei scharf gesonderte Gruppen. Sie ist in 
keiner der friiheren Untersuchungen der Chemotaxis (auch anderer 
Objekte) erwihnt, vermutlich deshalb, weil sie nur nach dichter An- 
sammlung vieler beweglicher Zellen in der Kapillare eintritt, wie sie in 
der urspriinglichen Pfefferschen Versuchsanordnung und mit Zellen- 
Suspensionen geringer Dichte kaum zustande kommt. 

Nachdem einige Minuten lang viele Dutzende von Schwarmern in 
die Kapillare eingedrungen sind und, noch lebhaft wimmelnd, eine 
0,3—0,5 mm lange Zone dicht fiillen, teilt sich diese plétzlich in der 
Mitte (Abb. 3 und 4). Die eine Halfte des Schwarms schiebt sich dem 
Ausgang der Kapillare zu, die immer noch einstrémenden Sporen auf- 
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nehmend, und wird meistens in der Nahe der Miindung in einer schmalen 
Zone sessil, verliBt aber in manchen Fallen (haufig z. B. bei reinen 
Salzlésungen) auch die Kapillare wieder. Die zweite Hilfte strebt mit 
langsamer werdenden Bewegungen dem Inneren der Kapillare zu und 
kommt auf einer linger ausgezogenen Strecke zur Ruhe. Der Abstand 
beider Zonen ist von dem Inhalt der Lésung abhiangig und kann von 
0,1—10 mm schwanken. 

Diese Erscheinung wird sicherlich durch die Aerotaxis der Schwirmsporen 
verursacht. 

Sie ist im einzelnen in folgender Weise zu verstehen: Die Schwirmer schwim- 
men dem Konzentrationsanstieg der Salzlésung nach so weit in die Kapillare 
hinein, bis die Lésung auf sie abstoBend wirkt, und sammeln sich dadurch in 
einer engbegrenzten Zone an. Alsbald tritt durch ,,Gew6hnung‘‘ an das Chemo- 
taktikum eine Abnahme der Empfindlichkeit fiir die Unterschiede seiner Kon- 
zentration ein (Erhéhung der ,,Reizunterschiedsschwelle). In der dichten An- 
hiiufung von lebhaft wimmelnden Sporen tritt schnell Sauerstoffmangel ein und 
veranlafit die Wanderung nach beiden Seiten hin, gréBeren Sauerstoffkonzen- 
trationen entgegen. Dadurch findet die symmetrische Teilung der Ansammlung 
statt. DaB die Saprolegnia-Schwarmer aerotaktisch reizbar sind, hat schon Miller* 
festgestellt. 

Die lanzsam ins Innere der Kapillare wandernde Schwarmer-Gruppe wird 
also sowohl durch den Konzentrationsanstieg des Chemotaktikums wie durch 
den Konzentrationsanstieg des Sauerstoffs angelockt; auf die miindungswirts 
fliehende Gruppe wirkt der starke Sauerstoff-Konzentrationsanstieg entgegen dem, 
nunmehr abgeflachten und schwachwirksamen Konzentrationsabfall der Salzlésung. 
In nachster Nahe der Kapillarenmiindung ist die Lésung sauerstoffgesattigt; 
dort fallt andrerseite die Konzentration des Salzes steil ab. Infolgedessen sammeln 
sich die Schwirmer an dieser Stelle und werden hier auch meistens sessil; falls 
sie nicht unbeweglich werden, verlassen sie die Kapillare ganz. 


3. Die quantitative Beurteilung 
der chemotaktischen Wirkungen 


Schon aus den erwéhnten Griinden ist die exakte Beurteilung der 
chemotaktischen Wirksamkeit einer aus der Kapillare diffundierenden 
Lésung schwierig. Zwei Verfahren sind von friiheren Untersuchern 
(Lit.-Angaben 1. c. 4) verwendet worden: 

1. Die Feststellung der ,,Grenzkonzentration“, d. h. jener Kon- 
zentration, bei der gerade noch eine Anlockung von Schwarmern in un- 
mittelbarer Nahe der Kapillaren-Mindung erkennbar ist. 

2. Die Bestimmung der bei einer geeigneten héheren Konzentration 
in der Kapillare nach einer bestimmten Zeit eingefangenen Zah1 der 


Schwarmer. 

Wir fanden, daB das zweite Verfahren in vielen Fallen gar nicht anwendbar 
ist, nimlich dann nicht, wenn keine Fixierung der Schwarmer erfolgt oder wenn 
ihre Zahl in kiirzester Zeit zu groB fiir eine Zihlung wird. Das erste Verfahren 
fiihrt zu unsicheren Schliissen, weil bei ,,Grenzkonzentrationen‘‘ die chemo- 
taktischen Erscheinungen undeutlich werden und sich nur an wenigen bewegten 
Zellen auBern. Nach unseren Erfahrungen ist zur Ermittlung der relativen Wirk- 
samkeit verschiedener Lésungen und zur Erkennung ihrer charakteristischen son- 
stigen Effekte eine Kombination beider Verfahren niitzlich, wobei der stets wieder- 
holte Vergleich mit Lésungen bekannter Wirkung notwendig ist, und zwar in 
mehreren, gestaffelten Konzentrationen (s.z.B.Tab.1). Die relative chemo- 
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taktische Wirksamkeit verschiedener Lésungen kann dann am sichersten ab- 
geschitzt werden beim Vergleich der schwiicheren, noch wirkenden Konzen- 
trationen, die jedoch etwa 10—20mal stiirker sind als die ,,Grenzkonzentrationen“. 

In jeder Versuchsreihe wurden daher zum Vergleich eine Anzahl von An- 
lockungsversuchen mit Lésungen bekannter Wirkung vorgenommen (Serum von 
Rinderblut und menschlicher Harn 1:10 und |: 100 verdiinnt). "Als Ma diente 
sowohl die Menge der angelockten wie jene der festgehaltenen Schwirmer (in 
den ersten 3—5 Min.), die sich bei einiger Ubung recht genau vergleichend schatzen 
laBt. Physikalische, z. B. photoelektrische MeSimethoden wiirden der Vielfalt der 
Erscheinungen kaum gerecht werden. 

Erste Voraussetzungen fiir eine genauere Beurteilung chemotaktischer Wirk- 
samkeiten sind allerdings eine auch in verschiedenen Versuchen gleiche Dichte 
der Schwirmer-Kultur, sowie deren gleiche Reaktionsfihigkeit. Diesen 
Forderungen wurde dadurch geniigt, daf die untereinander zu vergleichenden 
Versuche mit Schwirmer-Suspensionen aus derselben Petri-Schale, und zwar 
innerhalb weniger (2—3) Stunden ausgefiihrt wurden. Der Vergleich von Versuchs- 
reihen, die mit gréBerem Zeitabstand oder mit verschiedenen Kulturen ausgefihrt 
worden waren, wurde erst méglich nach Klirung der wichtigsten Ursachen der 
wechselnden chemotaktischen Sensibilitit der Schwirmer (siehe S. 76). 

In den Tabellen sind die Wirkungen der gepriiften “Lésungen in folgender 
Weise bezeichnet: Die Anlockungsstirken (wie schon bei W. Pfeffer) in 
vier Stufen. 

A,: sehr gute Anlockung (in 3—5 Min. einige Hundert von Schwarmern 
an der Kapillaren-Miindung oder in der Kapillare; falls Fixierung erfolgt, Bilder 
wie in Abb. 1). A: gute Anlockung (in 8—10 Min. fast gleiche Ansammlungen wie 
bei A,). Ag: maBige Anlockung (nach 8—10 Min. einige Dutzend von Schwirmern 
in der Kapillare). -A,: sehr geringe, jedoch noch sicher erkennbare Anlockung. 
A): keine Anlockung. 

Repulsionen sind sinnentsprechend mit R,—R, angegeben, Encystierung 
der Schwiarmer (Sessilwerden, Fixierung) mit E, ein Wiederverlassen der Kapil- 
lare von gréBeren Mengen der Sporen mit F,—F, (Flucht von 100—25% der 
eingedrungenen Schwirmer). Werden die Schwiirmer sehr bald nach ihrer An- 
lockung in oder sogar vor der Kapillaren-Miindung unbeweglich, so kommt es 
zur Bildung eines ,,Pfropfens‘‘ bzw. einer ,,Traube‘* (Abb. 1). 


4. Welche natiirlich vorkommenden Stoffe 
wirken chemotaktisch ? 


Um ein Bild itiber die Verbreitung der chemotaktisch wirksamen 
Stoffe zu erhalten, priiften wir zunichst die verschiedensten Lésungen 
und Extrakte natiirlicher Herkunft. Sehr starke Anlockungen der 
Schwarmsporen erhielten wir, entsprechend den Pfefferschen Beob- 
achtungen, mit Teilen von Insekten-Leichen, mit Muskelfasern oder 
Stiickchen anderer Organe verschiedener Tiere, mit Fleischkochsaft, aber 
auch mit Blut, Harn, Milch, mit Extrakten aus Pflanzensamen und mit 
den Lésungen verschiedener Eiweib-Praparate. In allen diesen Versuchen 
wurde auBer der Anlockung auch das Unbeweglichwerden der Schwairmer 
beobachtet sowie das baldige Austreiben der Keimschlauche. 

Wie schon einleitend erwaihnt, hat Miiller* die Wirkung von 
Insekten-Leichen, Fleischextrakt usw. durch ihren EiweiBgehalt ge- 
deutet. Uns schien von vornherein eine Wirksamkeit hochmolekularer 
Stoffe unwahrscheinlich, Tatsichlich zeigten aber die Lésungen ver- 
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schiedener EiweiBpraiparate’, mit welchen wir die Versuche Millers 
wiederholten, sehr starke Anlockungen und Fixierungen (in 1- bis 
0,05-proz. Lésungen). Es geniigten jedoch einige einfache Versuche, um 
zu zeigen, daB ihre chemotaktische Wirkung auf niedrigmolekulare Be- 
gleitstoffe zuriickzufiihren war, und daB die Proteine selbst keine Wirk- 
samkeit haben: Die Lésungen dieser EiweifSpraparate zeigten unver- 
minderte Anlockungen auch nach der Gerinnung der Protein-Haupt- 
menge durch Erhitzen. Durch Dialyse gegen dest. Wasser nahm ihre 
Wirksamkeit hingegen stark ab; fast vollig indifferent wurden sie 
allerdings erst nach 12stdg. Elektrodialyse. Die Miillersche Deutung 
der chemotaktischen Wirksamkeit natiirlicher Objekte 
durch ihren EiweiBgehalt 14Bt sich also nicht aufrecht- 
erhalten. 

Nun hatte Miller in der gleichen Arbeit auch einige Aminosauren 
als Produkte der ,,regressiven EiweiBmetamorphose“ im chemotak- 
tischen Versuch gepriift; im Gegensatz zu den von ihm gepriiften Pro- 
teinen waren die Aminosiuren auf Schwiarmer von Rhizophidium pollinis 
ohne Wirkung, lockten jedoch jene von Rhizophidium spherotheca und 
von Saprolegnia miata gut an. 

Wir priften alle Aminosaiuren, die als gewohnliche Bausteine 
von Proteinen bekannt sind (einzeln, in 1-proz. Lésung): Von den neu- 
tralen Saéuren erwiesen sich nur Glykokoll und Alanin (auBerdem 
f-Alanin) als chemotaktisch gut wirksam. Sehr schwach wirkten Serin, 
Glutaminséure und Asparaginsiiure (Lésungen mit Natriumcarbonat 
neutralisiert). Als wirkungslos wurden noch folgende Aminosiuren-Deri- 
vate gefunden: Glycinamid, Glycinanhydrid, Kreatin, Djenkolsaure, 
Glycylglycin, Alanylglycin. 

Gute Anlockungen lieBen sich hingegen mit den Hydrochloriden 
der basischen Aminosaduren hervorrufen, aber auch mit den Losungen 
der Hydrochloride der neutralen Aminosauren nach Neutralisation mit 
Natriumcarbonat. 

Diese Feststellungen wiesen auf die chemotaktische Wirksamkeit 
von Natriumchlorid, das in den zuletzt genannten Lésungen enthalten 
ist, und von substituierten Ammoniumchloriden hin. Dazu kam die 
Beobachtung, da die unreinen Proteinpraiparate auch nach vorsichtiger 
Veraschung einen Teil ihrer anlockenden Wirkung behielten. Tatsichlich 
ergab die Priifung verdiinnter Lésungen von Natriumchlorid und Kalium- 
chlorid starke, positive Chemotaxis. Das war insofern sehr tiberraschend, 
als Miller* Alkalichloride und viele andere Salze auf die Schwirmer 
von Rhizophidium pollinis und Saprolegnia mixta hat einwirken lassen 
und keinerlei Effekte beobachten konnte. 


7 Es standen uns zufallig auch Priiparate zur Verfiigung aus derselben Zeit 
(1910) und von denselben Firmen, wie die von Miller verwendeten. Von Merck, 
Darmstadt: Himoglobin, Blut-Albumin, Emulsin. Von Griibler, Leipzig: Serum- 
Albumin, Eigelb-Albumin, Fibrin aus Blut, Pepsin, Pepton. 
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5. Die Wirkungen anorganischer Salze 


Die systematische Priifung der Wirkungen von Lésangen der 
Alkalichloride mit Schwirmsporen, die sich in ,,gekochtem Lei- 
tungswasser‘‘ befanden, ergab in vielen Hundert von Versuchsreihen 
iibereinstimmende Ergebnisse (Beispiele in Tab. 1): Die’ chemotaktische 
Wirksamkeit nimmt ab in der Reihenfolge 


KCl > NaCl > RbCl > NH,Cl > CsCl > LiCl, 


d. h. in der Hofmeisterschen lyotrophen Folge, welche (zuweilen mit 
einzelnen Umstellungen) von vielen anderen physiologischen Wirkungen 
dieser Salze, z. B. auf kontraktile Elemente, bekannt ist. 


Tab. 1. Chemotaktische Wirksamkeit der Alkalichloride auf Schwiirmer von Sapro- 
legnia mixta (in gekochtem Leitungswasser; Alter der Sporen: 25 Stdn. nach der 
ersten Wiisserung des Mycels). 











a 0,1-m. 0,0l-m. -, 0,001-m. 
iS CT es ea A,*; F,; Traube A,; F,; Pfropf A;; F,; diffus E 
SES 0 ee A,; F,; Pfropf A;; F,; Pfropf A,_;; diffus E 
| & oe A3_4; F,; Pfropf A;; F,; Pfropf A: ¥, 
AGO) . 2.04 Wy A,; Pfropf Ay; F, 
A” 6 ore A, A, A, 
Me AS A. F: ran 








* Angabe der Abkiirzungen §. 72. 


Die Effekte der einzelnen Chloride unterscheiden sich aber auch 
qualitativ in charakteristischer Weise voneinander: So fallen bei allen 
Versuchen mit Kaliumchlorid und in geringerem MaBe auch mit Rubi- 
diumchlorid die auBerordentlich lebhaften Wimmelbewegungen der 
Schwarmer in oder vor der Kapillare auf, die oft auch nach 10 Min: 
nicht nachlassen. Bei Einwirkung von Natriumchlorid oder Casium- 
chlorid sind dagegen die Zoosporen triger und werden auch in kiirzerer 
Zeit unbeweglich. 

Die Priifung der Erdalkalichloride ergab, daB Calciumchlorid 
die stiirkste Wirkung entfaltet und Magnesiumchlorid, Strontiumchlorid 
und Bariumchlorid folgen. Die Beobachtung der Erscheinungen mit den 
beiden letztgenannten Salzen wird allerdings sehr unsicher gemacht 
durch die teilweise Ausfallung als Sulfate an der Kapillarenmiindung 
(vgl. FuBnote °). 

Calciumchlorid (gepriift in 0,25-m. bis 0,005-m. Lésungen) lockt auch in 
starkerVerdiinnung gut; auffillig ist die lang anhaltende Beweglichkeit der Schwir- 
mer, welche oft bis zum geschlossenen Ende der Kapillare hineinschwimmen 
(ebenso in Magnesiumchloridlésungen). Mit 0,1—0,05-m. Calciumchlorid werden 
die Kapillaren meistens durch Bildung von Schwirmer-Pfropfen verschlossen 
(A,); sehr oft beobachtet man die S. 70 geschilderte Teilung des eingewanderten 
Schwarmes in zwei Zonen. Es ist bemerkenswert, dais trotz des hohen Gehaltes 
der Schwiirmer-Suspension (in Leitungswasser) an Calcium- und Magnesium- 
Ionen deren Chloride aus der Kapillare so stark positiv taktisch wirken. 
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Auf die tabellarische Wiedergabe einzelner Beispiele aus den ins- 
gesamt einigen Tausend Versuchsreihen sei hier, wie bei den meisten 
folgenden Versuchsgruppen, verzichtet. 

Die Wirksamkeit von Ammoniumchlorid und die im letzten Ab- 
schnitt erwihnte Anlockung durch die Hydrochloride basischer Amino- 
siuren veranlaBten die Prifung der salzsauren Salze von Aminen: 
Tatsichlich zeigte sich, daB einige die Schwiarmer sehr gut anlocken. 
Am wirksamsten waren die Lésungen der Hydrochloride von Methyl- 
amin, Dimethylamin und Piperidin (0,l-m; A, und Pfropfbildung). Die 
durch sie hervorgerufenen Erscheinungen gleichen den durch Kalium- 
chlorid verursachten, auch insofern als eine erhdhte Beweglichkeit der 
Schwarmer eintritt. 

Weniger wirksam waren die Hydrochloride von: Trimethylamin, Athylamin, 
Diaithylamin, a a Diallylamin, Triallylamin, Triithanolamin und 
Bornylamin (0,1-m; A,-,). Von diesen substituierten Ammoniumsalzen angelockt, 
,,wimmeln“ die Schwirmer meistens in oder vor der Kapillare einige Zeit, bevor 
sie fixiert werden oder wieder das Weite suchen. Nahezu unwirksam waren die 
Hydrochloride von: Betain, Trimethylaminoxyd, Dibutylamin, Histamin und 
Benzylamin; wirkungslos Nicotinhydrochlorid. Die salzsauren Salze von Mono- 
und Dimethylanilin und von Athylanilin fixieren die Schwarmer plétzlich, aber 
voriibergehend vor der Kapillaren-Offnung (alle Lésungen 0,1-m.). 

Am besten chemotaktisch wirksam sind also die Hydrochloride der 
stark basischen Amine, wobei die GréBe des hydratisierten Ions offenbar 
von KinfluB ist, so wie bei den Alkalichloriden (Dimethylamin z. B. ist 
viel wirksamer als Dibutylamin). 

Die von den substituierten Ammoniumchloriden eingefangenen 
Schwirmer keimen iibrigens nicht aus, sondern werden abgetétet; ihr 
Plasma zerfallt innerhalb weniger Minuten. 

Es sei betont, daB die geschilderten Ergebnisse mit_,,ailteren 
Schwirmern“ erhalten wurden, d.h. mit Sporen, die sich schon etwa 
24 Stdn. im zweiten Stadium befanden (36 Stdn. nach der ersten Wasse- 
rung des Pilzmycels). Auf das Verhalten ,,jiingerer Schwarmer“ und die 
Bedeutung des Alters wird in Abschnitt 6 zuriickzukommen sein. 

Um auch iiber den EinfluB des Anions auf die chemotaktische 
Salzwirkung Aufschlu8 zu erhalten, wurden Reihen von Alkalisalzen 
mit gleichem Kation und verschiedenen Anionen gepriift: 

Die Halogenide des Kaliums wirken graduell verschieden, und zwar 
in der Reihenfolge 

KCl > KBr > KJ > KF. 


Mit 0,01-m. Losungen von KF sind kaum mehr Anlockungen zu 
beobachten. 

Auch KNO, und KHCO, sind schwach wirksam (A, mit 0,01-m. 
Lésg.). Die Kalium- und Natriumsalze der niederen aliphatischen Sauren 
und der Saéuren mit zwei- und dreifach geladenem Anion wirken (noch 
in 0,01-m. Lésg.) repulsiv, wobei sich ungefahr folgende Reihe feststellen 
1aBt : 
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Sulfat > Capronat > Oxalat > Tartrat > Acetat > Formiat > 
Citrat > Perchlorat. 


Seit der Entdeckung des , ,physiologischen Antagonismus‘ von Salz- 
Paaren durch J. Loeb ist die gegenseitige Beeinflussung der 
Wirkung von ein- und mehrwertigen Kationen z. B. auf die 
Tatigkeit der Muskelfaser oder auf andere kontraktile Elemente viel- 
fach untersucht worden. Es war zu erwarten, daB auch die chemo- 
taktischen Effekte der Alkali- und Erdalkalisalze durch Kombination 
Anderungen erfahren wiirden. Besonders im Hinblick auf die beab- 
sichtigte Klarung der Wirksamkeit natiirlicher Substrate, die ja stets 
Gemische von Ionen enthalten, wurden einige Versuchsreihen mit Salz- 
mischungen ausgefihrt. Gegenseitige Beeinflussungen der Wirkung 
der Einzelkomponenten waren unverkennbar, so daB zum Teil auch 
unerwartete Erscheinungen im Verhalten der Schwarmer eintraten. 
Zum Beispiel verlangsamt die Anwesenheit von Calciumchlorid auBer 
einem Alkalichlorid in der Kapillare die Encystierung der aus Leitungs- 
wasser angelockten Schwiarmer, so da% diese tief in die Kapillare ein- 
dringen und darin lange beweglich bleiben. Die Repulsion durch die 
Sulfate, Acetate, Tartrate usw. der Alkalien 1aBt sich durch etwa aqui- 
valente Mengen Natrium- oder Kaliumchlorid aufheben. 

Eine systematische Priifung der zahlreichen médglichen Kombi- 
nationen wurde jedoch nicht vorgenommen; sie erschien schon aus dem 
Grunde wenig sinnvoll, weil die Suspension der Schwarmer selbst, in 
gekochtem Leitungswasser, reichlich Salze enthilt®. Zur Nachahmung 
der chemotaktischen Wirkungen von Blutserum, Fleischextrakt usw. 
schien es am einfachsten, Lésungen zu verwenden mit den in diesen 
, natiirlichen’ Fliissigkeiten enthaltenen bekannten Salzmischungen. 
Daher wurden viele der weiteren Versuchsreihen mit Lésungen von 
,Blutsalzen“ oder auch mit ,,Tyrode-Lésung*‘® ausgefihrt. Sie be- 
zweckten zunachst eine Klérung der immer wieder zu beobachtenden 
starken Schwankungen in der Sensibilitat der Schwarmer. 


6. Die Faktoren der Schwirmer-Empfindlichkeit 


Die Inkonstanz der Reaktionsweise der Schwirmer machte zu Be- 
ginn unserer Untersuchung deren Ergebnisse unsicher und forderte 
stindige Wiederholung der vergleichenden Versuche. Wie eine Durch- 
sicht der Chemotaxis-Literatur zeigt, ist diese Erscheinung der wech- 
selnden Empfindlichkeit auch bei anderen Objekten eine sehr hiufige 
Ursache von Widerspriichen und Unsicherheiten?. 

SchlieBlich gelang es, die zwei wesentlichsten Faktoren der Sensi- 
bilitat von Saprolegnia-Schwirmern zu erkennen: Der erste ist die Kon- 

8 , Blutsalze“: 5g NaCl, 3,64g KCl, 0,15 g CaCl,, 0,12 g MgCl. ,,Tyrode- 
Lésung“: 8g NaCl, 0,2 g KCl, 0,2 g CaCl, 0,1 g MgCl, 0,05 g NaH,PO,, 1 g 
NaHCO, (pro /). 
® Beispiele bei H. Kniep, Jb. wiss. Bot. 48, 815 [1906]. 
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zentration von Alkali- und Erdalkali-Salzen (und von Aminosiauren, 
siehe Abschnitt 7) in der Schwarmer-Suspension selbst; der zweite ist 
das Alter der Schwarmer. 

Es sei zuerst auf die Bedeutung des Alters eingegangen. Nach 
der ersten Wisserung des Mycels vergehen 6—7 Stdn. (bei 23—25°), bis 
die Sporangien sich gebildet und entleert haben. Die ausgeschlipften 
Sporen sind in dem folgenden, nur wenige Minuten dauernden Schwarm- 
stadium chemotaktisch véllig unempfindlich gegentiber den genannten 
Lésungen. Nach einer Ruhezeit von 2—3 Stdn. hauten sich die Sporen 
und werden anschlieBend wieder beweglich, so daB sie 10—12 Stdn. nach 
der ersten Wisserung zum gr6oBten Teil in das zweite Schwarmstadium 
eingetreten sind. In den niéchsten 3—5 Stdn. werden die lebhaft schwim- 
menden Schwirmer von Kaliumchlorid, Natriumchlorid oder Calcium- 
chlorid zwar gut angelockt, so daB vor oder in der Kapillare dichte 
Scharen sich ansammeln; doch tritt keine Encystierung ein und die An- 
sammlungen ,,verlaufen‘ sich wieder nach mehreren Minuten. Auch kom- 
binierte Salzlésungen, wie jene der ,, Blutsalze“ oder nach Tyrode, locken 
an, fixieren aber nicht. Zum Unterschied von diesen ,,jimgeren, Schwir- 
mern“ (15—20Stdn. nach der ersten Wasserung des Mycels) werden 
,altere Schwairmer‘ (25—35 Stdn. nach der ersten Wasserung) von an- 
lockenden Salzlésungen, vor allem von den kombinierten, wie ,,Blut- 
salzen“‘, auch zur Ruhe gebracht, so daB sie in der Kapillare verbleiben, 
einen Pfropfen bilden usw. Bei genauerem Zusehen kann man_allerdings 
bemerken, da auch in diesen spiteren Altersstadien ein Teil der Schwar- 
mer die Kapillare wieder verlaBt. Mit zunehmendem Alter nimmt 
jedoch die Faihigkeit der Sporen zur Encystierung unter der 
Wirkung von Salzlésungen ohne Zweifel zu. 

Analoges wird bei der Anlockung durch substituierte Ammoniumsalze beob- 
achtet (Hydrochloride von Methylamin, Piperidin usw. in 0,1l-m. Lésungen): 
, Junge Schwiirmer“ (14 Stdn. nach der ersten Wisserung) werden ausgezeichnet 
angelockt, verlassen aber alle die Kapillare; ,,alte Schwirmer“ (36 Stdn.) werden 
fast durchweg fixiert; Schwirmer von mittlerem Alter (24 Stdn.) nur zum Teil. 

Die Wirkung von , natiirlichen“ Substraten, wie Fleischfaser, Blut- 
serum, Harn, Lésungén von unreinen Protein-Praparaten, ist sehr wesent- 
lich von jener der Salzlésungen verschieden, insofern als Schwarmer 
jeden Alters nicht nur angelockt, sondern auch vollzahlig encystiert 
werden. Von den natirlichen Substraten aus miissen also auch 
andere Stoffe wirken, um die chemotaktischen Erscheinungen 
in dieser Art hervorzurufen. 

Bevor darauf eingegangen wird, sollen jedoch die Ergebnisse der 
Versuchsreihen angegeben werden, aus welchen der EinfluB der in der 
Schwarmer-Suspension gelésten Salze auf die Reaktionsfahigkeit 
der Sporen hervorgeht. Nach Auffindung der chemotaktischen Wirkung 
der Alkali- und Erdalkalichloride war ein solcher EinfluB zu erwarten. 

Schon in den Arbeiten von W. Pfeffer und seiner Schule iiber die Chemo- 


taxis von Farn-Samenfiden sind Versuche angestellt worden, um die Giiltigkeit 
der im Weberschen Gesetz formulierten Verhialtnisse zwischen Reiz- und Reak- 
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tionsgr6Be nachzuweisen. Befinden sich die Farn-Samenfiden, die bekanntlich 
durch Apfelsiure stark angelockt werden, in einer Losung dieser Saure, so ist zur 
Herbeifiihrung einer eben noch merklic hen Reaktion eine 30mal y.6Bere Malat- 
Konzentration in der Kapillare erforderlich. Doch gilt diese ,,Reizunterschieds- 
schwelle“ nur angeniahert und nur fiir den Bereich von 0,05 bis 0,005-m. Siiure 
in der Suspension. Wie spiitere Untersuchungen gezeigt haben, ist Apfelsiure 
auch nicht die auf Farn-Spermatozoide einzig wirksame Substanz. Der Fest- 
stellung solcher ,,Reizunterschiedsschwellen‘’ bei chemotaktischen Wirkungen 
kann nicht mehr die Bedeutung zugemessen werden, die ihr in friiheren Unter- 
suchungen gegeben wurde, ebensowenig wie dem Nachweis der Reaktionsfihigkeit 
fiir ,,verschiedene Reizqualititen“. 

Die Wirkung der einzelnen Alkali- und Erdalkalichloride auf Saprolegnia- 
Schwirmer ist, wie schon erwahnt, qualitativ und quantitativ verschieden von 
jener einiger ihrer Kombinationen. Da zudem im gekochten Leitungswasser 
der Sporen-Suspension 0,64% Salze enthalten sind, erschien es wenig sinnvoll, 
fiir die einzelnen Alkali- und Erdalkalichloride ,,Reizunterschiedsschwellen‘* zu 
ermitteln: In einigen Versuchsreihen mit Natriumchlorid wurde nur festgestellt, 
daB das Verhiltnis der gerade noch wirkenden Konzentrationen in der Kapillare 
zu jenen im AuBenwasser durchaus nicht konstant ist, sondern mit zunehmenden 
Konzentrationen stark ansteigt (bis etwa 100; z. B.in der Kapillare 0,1-m., in der 
Suspension 0,001-m. NaCl). 

Zur weiteren Klérung der Salzwirkungen sohien es erforderlich, 
Schwarmsporen in viel salzirmerem Wasser aus dem Mycel bil- 
den und schliipfen zu lassen. Tatsichlich gelang es, normal bewegliche 
Schwarmer zu erhalten noch in Mischungen von 100 Teilen dest. Wasser 
mit 1 Teil gekochtem Leitungswasser (,,Schwarmer in 1: 100 Wasser‘‘). 
In reinem dest. Wasser zerkliiftet sich das Plasma des Pilzmycels und 
die Zoosporenbildung unterbleibt. 

Zur Gewinnung dieser salzarmen Schwirmer-Suspension wurde das Mycel 
in der S. 66 geschilderten Weise behandelt, mit dem einzigen Unterschied, daB 
die Pilzfiden nach der zweiten Wisserung nicht wieder in gekochtes Leitungs- 
wasser, sondern — nach griindlichem Abspiilen mit dest. Wasser — in eine Mischung 
von gekochtem Leitungswasser und dest. Wasser im Volumverhiltnis 1: 100 ein- 
gelegt wurden. 

Die Versuche mit diesen Schwirmern ergaben iiberrraschenderweise 
in allen Beobachtungsreihen eine AbstoBung durch Alkalichloride und 
Erdalkalichloride selbst in verdiinntesten Lésungen (0,1-m.-0,001-m.; 
einige Beispiele Tab. 2, Versuche 1—5) und auch durch Blutsalze in un- 
verdiinnter Lésung. Sie zeigten in drastischer Weise die Bedeutung 
der im Wasser der Schwarmersuspension gelésten Salze fiir 
das Ergebnis chemotaktischer Versuche. Zahlreiche Wider- 
spriiche in friiheren Untersuchungen, auch von anderen beweglichen 
Zellen, sind wahrscheinlich durch die Nichtbeachtung dieses Umstandes 
entstanden. 

Die Zugabe nur von Natriumchlorid zu der salzarmen Schwarmer- 
suspension vermag die repulsive Wirkung von (konzentrierteren) Natrium- 
chlorid-Lésungen aus der Kapillare nicht abzuandern. Wird jedoch die 
Schwarmer-Suspension mit Leitungswasser vermischt, dann wirken die 
Alkalichloride in gewohnter Weise positiv chemotaktisch (Tab. 2, Ver- 
suche 6—9). Wesentlich fiir dieses ,, Umschlagen“ des Effektes ist also 
die Anwesenheit der Erdalkalisalze in der Suspension. 
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Die in ,,1: 100 Wasser“ geziichteten Schwirmer verhalten sich ge- 
nauso wie die in Leitungswasser aufgezogenen, sobald der Salzgehalt in 
der Suspension angeglichen wird; die Aufzucht in salzarmem 
Wasser hat also keine irreversible Anderung ihrer Sensi- 
bilitaét verursacht. 


Tab. 2. Versuche mit Schwirmsporen von S. mixta, in salzarmem Wasser 
(1: 100 Wasser). (Alter der Schwarmer: 20 Stdn. nach der ersten Wiisserung.) 








Da Schwirmer-Suspension Inhalt der Kapillare Ergebnis 
1 |In1:100 Wasser ....}|NaCl 0,1 m R,* 
2 |In1:100 Wasser ....}/KCl 0,lm R, 
3 |In1:100 Wasser .. . .| Tyrode-Lésg. unverd. R, 
4 |In1:100 Wasser Blutsalze-Lésg. unverd. R, 
5 | In 1: 100 Wasser Blutsalze-Lésg. 1 : 10 
verd. Ry 


6 |In1:100 Wasser + Na- 
triumchlorid bis zur 0,01, 
0,02, 0,03 u. 0,04 Mola- 

Wt. «sss: NaCl 0,1 m R, 


Leitungswasser im Mi- 
schungsverhiltnis 3:1 .|NaCl 0,1 m 
BBM ay PETS: Wee ee as) eee oaxer! ites os KCl 0,1 m 


A;, keine E, F 
A;, keine E, F 


In 1 : 100 Wasser 
In 1 : 100 Wasser 


Blutsalze-Lésg. unverd. 
Rinderblut unverd. 

Rinderblut 1 : 10 verd. 
2-proz. unreines Himo- 


Az, keine E, F 
A,, Pfropf 
A,, Pfropf 
A,, Pfropf 











globin 





* Angabe der Abkiirzungen 8. 72. 


Ein weiteres bemerkenswertes Ergebnis wurde mit diesen Schwiirm- 
sporen in 1: 100 Wasser erzielt: Blutserum, Fleischextrakt und andere 
natiirliche Substrate locken die Schwirmer aus dem salzarmen Wasser 
ebensogut an und bewirken ihre Encystierung, wie in den Versuchen mit 
Schwarmer-Suspensionen in Leitungswasser (Tab. 2, Versuche 10—12). 

Es zeigt sich auch hier, auffalliger noch als in den Versuchen mit 
jungen Schwirmsporen, da8 die Wirkung natiirlicher Substrate 
nicht mit jener der Salzlésungen gleichgesetzt werden kann, 
sondern daB auch andere Faktoren mitspielen miissen. 


7. Die Wirkungen von kombinierten anorganischen Salzen 
und Aminosauren 


In Abschnitt 4 wurde erwaihnt, daB von den als Proteinbausteine 
bekannten, einzeln gepriiften Aminoséuren, auBer den Hydrochloriden 
der basischen Aminosauren, nur Glykokoll und Alanin positiv chemo- 
taktisch wirken. Wir fanden, daB diese beiden Saéuren auch jiingere 
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Schwiarmer anlocken und ihre Encystierung veranlassen, ebenso auch 
Schwarmer in sehr salzarmem (1: 100) Wasser. Insofern gleicht ihre 
Wirkung jener natiirlicher Substrate, z.B. der Blutfliissigkeit; doch 
miissen die Lésungen der beiden Aminoséuren zur Anlockung mindestens 
0,l-m. sein. Da im Blutserum z.B. nur ungefahr 7 mg% Aminosiéuren- 
Stickstoff enthalten sind, entsprechend einer etwa 0,005-m. Aminosauren- 
Lésung, wiirde selbst bei Annahme dieses ganzen Wertes als Glykokoll 
oder Alanin die Wirksamkeit dieser Sauren nicht zureichen, um die ge- 
schilderten Unterschiede zwischen Salzlésungen und Blutserum zu 
erklaren, 

Aus mehreren Versuchsreihen ging jedoch hervor, daB der Zusatz 
auch kleinster Mengen (0,6 mg/m/) von Glykokoll oder Alanin zu einer 
Lésung der Blutsalze deren Wirkung der Wirkung von Blutserum an- 
nihert: ,,Jiingere Schwarmer“ in Leitungswasser werden nach der An- 
lockung fast vollzahlig sessil gemacht; ,,jiingere Schwarmer“ in nahezu 
salzfreiem Wasser (1: 100) werden nicht mehr abgestoBen, wie von den 
Blutsalzen, allein, sondern gut angelockt. Eine nach starkere Wirkung 
(schnelle Anlockung und Pfropfbildung, fast so wie durch Blutserum) 
wurde beobachtet nach Zugabe von Glykokoll und Alanin (je 1 mg/ml) 
zu der Blutsalzlésung. 

Auf Grund dieser und anderer, in gleicher Richtung weisender Be- 
obachtungen wurden in den folgenden Versuchsreihen Mischungen aus 
vielen Aminosauren mit den Blutzalzen kombiniert. 

Im Gemisch I sind die uns verfiigbar gewesenen 19 natiirlichen Amino- 
sauren enthalten (gleiche Gewichtsteile von Gly, Ala, Ser, CySH-HCl, CyS, Me, 
Thr, Leu, Lys, Orn, His, Arg, Asp., Glu, Phe, Tyr, Trypt, Pro, Hypro). Im 
Gemisch II wurden die beiden, auch einzeln wirksamen Komponenten Glyko- 


koll und Alanin fortgelassen, im Gemisch III auSerdem auch Cystein-HCl 
und die als Hydrochloride wirksamen basischen Aminosiuren. 


Tab. 3. Die chemotaktische Wirksamkeit der Salze des Blutserums in Kombi- 
nation mit Gemischen von Aminosauren auf die Schwirmsporen von S. mizta. 








(A. S.). 
ay Schwirmer-Suspension Kapillaren-Inhalt Ergebnis 
1 |,,jiingere Schwirmer“ .| Lésg. der Blutsalze . . . | Aq, keine E, F, 
in Leitungswasser 

2 ne Blutsalze + A.S.-Gemisch I} Ay, E, sofort Pfropf 
3 - Blutsalze+A.S.-Gemisch Il} A,, E, Pfropf 
4 a A.S.-Gemisch III in dest. 

Wasser A,, keine E, F, 
5 | ,,jiingere Schwirmer“ 

in 1: 100 Wasser | Lésg. d. Blutsalze R, 

6 au Blutsalze+A.S.-Gemisch I | A,, E, Pfropf 
7 as Blutsalze+A.S.-Gemisch IJ} A;_,, E, Pfropf 
8 ie A.8.-Gemisch III in dest. 

Wasser Ao, indifferent 
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Die Gemische I und II wurden in einer Lésung der Blutsalze gelést, 
das Gemisch III wurde in dest. Wasser gelést (jeweils 0,7 mg pro mi). 
Die Gesamtkonzentration der Aminoséuren-Gemische in den Lésungen 
entsprach somit ungefahr derjenigen des Rinderblutes (Aminosiuren- 
Stickstoff 5,6—7,2 mg%)?°. 

Die Ergebnisse (einige Beispiele in Tab. 3) forderten entscheidend 
das Versténdnis der Wirkung natiirlicher Substrate. Es zeigte sich zu- 
nichst, daB Gemische von Aminosduren, die einzeln selbst in 
stiarkeren Konzentrationen chemotaktisch unwirksam sind, 
sehr gut anlocken. Das findet jedoch (durch niedere Amino- 
siuren-Konzentrationen) nur statt, wenn auch Salze an- 
wesend sind (vgl. Vers. 4 und Vers. 8). Diese kénnen entweder in der 
Kapillaren-Flissigkeit oder auch in der Schwirmer-Suspension sein. Eine 
vollzihlige Encystierung der Sporen in der Kapillare erfolgt nur, wenn 
in der darin enthaltenen Lésung sowohl Aminosiuren wie Salze vor- 
handen sind (vgl. Vers. 1 und 4 mit Vers. 2 und 3). 

Alle Unterschiede, die in der Wirkung von reinen Salzlésungen einer- 
seits und Blutserum andererseits bestehen, werden also durch die An- 
wesenheit von Aminoséuren-Gemischen in der Salzlésung beseitigt, und 
zwar schon in einer Konzentration, die jener der Blutfliissigkeit ent- 
spricht: ,,Jiingere Schwairmer“ in Leitungswasser werden nicht nur an- 
gelockt, sondern auch encystiert ; Schwarmer in n: |iczu salzfreiem Wasser 
werden nicht mehr abgestoBen, sondern angelockt und ebenfalls sessil. 

Dieselben ,,angleichenden“ Effekte durch Aminosdéuren-Gemisch 
(0,005 % in der Kapillaren-Fliissigkeit) werden tibrigens auch beobachtet, 
wenn statt der anorganischen Salze die Hydrochloride von Methylamin, 
Dimethylamin oder Piperidin (0,l-m.) chemotaktisch wirken; auch 
,,jungere Schwirmer‘‘ werden dann nach der Anlockung vollzahlig fixiert. 

Die Versuchsreihen mit Blutsalz-Lésungen und Aminosauren- 
Gemischen wurden mehrfach wiederholt, und die Wirkungen mit jenen 
von Rinderblut-Serum auch in 10- und 100-facher Verdiinnung ver- 
glichen: Es waren keine Unterschiede festzustellen, weder in der Starke 
der Encystierung der Sporen, noch in anderer Hinsicht. Auch Schwarmer, 
welche aus Pilzfiden sich entwickelt hatten, die auf Fliegen oder Ameisen- 
puppen gewachsen waren (siehe den nachsten Abschnitt) reagieren gleich- 
artig auf Blutserum und auf die gemischten Aminosauren-Salzlésungen. 

Fir das Zustandekommen der chemotaktischen Erschei- 
nungen, wie sie von natiirlichen Substraten hervorgerufen 
werden, istalsodie kombinierte Wirkung von Salzen (wie NaCl, 
KCl, CaCl,) und von Aminosauren-Gemischen notwendig, aber 
auch durchaus zureichend. Die letzteren wirken schon in sehr ge- 
ringer Konzentration. 

Die Notwendigkeit beider Komponenten fiir Anlockung und En- 
cystierung auch ,,jiingerer Schwarmer“ und auch von Schwarmern in 

10 J, H. Blackwood, Biochem. J. 26, 772 [1932]. 
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nahezu salzfreiem Wasser lieB sich bestiatigen durch weitere Versuchs- 
reihen mit Glykokoll und Alanin als einzelne Aminosauren. Allerdings 
sind dann héhere Konzentrationen (0,1-m.) der Siuren noctwendig. Diese 
Versuche zeigten, daB es fiir Anlockung und Encystierung der Schwarmer 
belanglos ist, ob Salze und Aminoséiuren zusammen in der Kapillaren- 
Lésung sich befinden, oder ob die beiden Komponenten getrennt in 
Kapillare und Suspension vorhanden sind. Der Kapillarenmund und die 
sich um ihn bildende Vermischungszone sind in beiden Fallen der Raum, 
in welchem die Komponenten vereinigt auf die Schwarmsporen einwirken. 

Diese Beobachtung verhalf zur Klairung eines Widerspruchs zwischen 
unseren Beobachtungen und den Angaben der friiheren Autoren: Im Zu- 
sammenhang mit der 8. 76 schon angefiihrten Priifung der Alkalisalze 
mehrbasiger Séuren hatten wir auch Alkaliphosphate untersucht, 
und zwar sehr eingehend, weil Stange® und nach ihm auch F. Miller+ 
die positiv chemotaktische Wirkung von Lésungen der Phosphate auf 
Saprolegnia-Schwirmer angegeben haben. Wir beobachteten in allen Ver- 
suchen, daB Lésungen der primiren Phosphate (0,1—0,01l-m.), auch in 
Mischungen (von pg 7) mit den sekundiaren, die Schwarmer vdllig un- 
beeinfluBt lieBen. Loésungen der sekundiren Salze wirkten repulsiv, 
sicherlich ihrer Alkalitét wegen. (Beispiele in Tab. 4, Vers. 1—4 und 
11—13.) Anlockungen waren niemals zu beobachten. 

Die von uns gepriiften Schwirmer unterschieden sich jedoch von 
denen, die Stange und auch Miiller verwendeten, insofern als unsere 
aus einem in Malzlésung geziichteten Mycel durch mehrfaches Aus- 
waschen und Wassern entstanden waren, jene der genannten Autoren 
aus einem auf Fliegenleichen gewachsenen Mycel nach dem Abschneiden 
der Pilzfaden, ohne weitere Wasserung, sich gebildet hatten. 

Die Befunden von Stange und Miiller lieBen sich tatsachlich re- 
produzieren, sobald wir mit Schwarmern experimentierten, die in gleicher 
Weise auf Fliegen geziichtet waren. 

Wir priiften daraufhin die oben geschilderte Beeinflussung der Salz- 
wirkungen durch Aminosiuren-Gemische auch durch deren Kombination 
mit Alkaliphosphaten: Die aus Malz-Mycel geziichteten Schwir- 
mer wurden von solchen Phosphat- und Aminosaéuren ent- 
haltenden Lésungen regelmaBig angelockt und encystiert. 
Dabei war es gleichgiltig, ob die Aminosiauren in der Kapillare oder in 
der Schwirmer-Suspension sich befanden (Tab. 4). Auch das Alter der 
Schwarmer ist nicht wesentlich, wie durch Vergleiche von Versuchsreihen 
mit ,,jjungen“ und mit ,,alteren‘‘ Sporen festgestellt wurde. Das Gemisch 
der Aminosauren fihrt noch in stirkster Verdiinnung (0,1 ug/ml) die 
Phosphat-Wirkung herbei. Die Annahme ist daher wahrscheinlich, daB 
die auf Fliegen geziichteten Schwirmer deshalb von reinen Alkali- 
phosphat-Loésungen angelockt werden, weil ihre Suspension Spuren von 
Aminosauren enthalt. Nach ihrer Darstellung (Abschneiden der Hyphen 
vom Fliegenkérper, Entleeren der Sporangien, keine Verdiinnung der 
Flissigkeit) wire das durchaus méglich. 
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Tab. 4. Chemotaktische Wirksamkeit von Alkaliphosphaten auf die Schwarm- 
sporen von S. mixta in Abwesenheit und Anwesenheit von Aminosauren. 





Lfd. | Suspension von ,,jiin- een ; - : 
Nr. geren“ Schwirmern Kapillaren-Inhalt Ergebnis 





In gek. Leitungswasser 
+ Aminosiuren- 
Gemisch I 
(Konzentration in %) 








1 Na,HPO, 0,1-m.| R 

2 0 Na,HPO, 0,01-m.| indifferent 

3 0 KH,PO, 0,1-m.| indifferent 

+ 0 KH,PO,+Na,HPO, 0,1-m.| indifferent 

5 0,002 Na,HPO, 0,1-m.}| A;_ 4; Pfropf 

6 0,001 Na,HPO, 0,1-m.| A,; Pfropf 

7 0,0001 Na,HPO, 0,1-m.| A,; wenige E 

8 0,00001 Na,HPO, 0,1-m.}| A,; wenige E 

9 0,001 KH,PO, 0,1-m.| A,; Pfropf 

10 0,0001 KH,PO, O,1-m.| A3_4 

In Wasser 1 : 50 

11 0 Na,HPO, 0,1-m.| R 

12 0 K,HPO, 0,1-m.| R 

13 0 KH,PO, 0,1-m.| indifferent 

14 0,001 Na,HPO, 0,1-m.| Ay; Pfropf 

15 0,001 K,HPO, 0,1-m.| A,; Pfropf; 
Wimmeln 

16 0,001 KH,PO, 0,1-m.| A, Pfropf; 
Wimmeln 

In Wasser 1 : 100 

17 0 Na,HPO, 0,001-m.| R 

18 |+ Glykokoll 0,01-m. Na,HPO, 0,1-m.| A,; Pfropf 

19 |+ Glykokoll 0,01-m. Na,HPO, 0,01-m.| A;; Pfropf 

20 |+ Glykokoll 0,01-m. Na,HPO, 0,001-m.} As 





Jedenfalls geht aus den Versuchsreihen mit den aus Malz-Mycel ge- 
ziichteten Schwarmern hervor, da8B Alkaliphosphate nur in An- 
wesenheit von Aminosduren positiv chemotaktisch wirken, 
dann aber bemerkenswert stark. 

Nach diesen iiberraschenden, Feststellungen priiften wir erneut die 
Wirkung jener Salze, die Saprolegnia-Schwarmer abstoBen oder 
nicht beeinflussen (s. 8S. 75, 76), diesmal in Anwesenheit von 
Aminosauren, in der Sporen-Suspension. 

In Versuchsreihen sowohl mit jiingeren als auch mit alteren Schwar- 
mern in gekochtem Leitungswasser, das zudem 0,005-m. Glykokoll ent- 
hielt, stieBen z.B. Kaliumsulfat, -chlorat, -perchlorat, -nitrat und 
-rhodanid (alle 0,1-m. in der Kapillare) nicht mehr ab, sondern lieBen 
Ansammlungen von wimmelnden Zoosporen vor der Kapillarenmiindung 
entstehen. Encystierungen fanden allerdings nicht statt. 0,05-m. Natrium- 
sulfat lockte sogar die Schwarmer in die Kapillare, ohne sie sessil werden 
zu lassen. Die Lésungen anderer, sonst abstoBender Salze, wie Natrium- 
hydrogencarbonat, Natriumoxalat, Natriumtartrat (0,05-m.) waren nun 


ohne Wirkung. 
6* 
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Es zeigt sich also, daB Aminoséuren in der Suspension die 
repulsive Wirkung bestimmter Alkalisalze zumindest auf- 
heben, zum Teil sogar in eine anlockende vervandeln. Doch 
ist die schon durch Spuren von Aminosauren eintretende, positiv tak- 
tische Wirkung der Alkaliphosphate eine exzeptionelle. 

In einigen weiteren Versuchsreihen wurde auch die Frage gepriift, 
ob die Konfiguration der Aminosduren von KinfluB auf ihre chemo- 
taktische Wirkung ist. Es zeigte sich, daB es notwendig ist, um mit 
Lésungen von D-Alanin (0,1—0,001-m.) gleiche Effekte hervorzurufen 
wie mit solchen von L-Alanin, die Konzentration der Aminosaure in der 
Kapillare auf das Zehnfache zu vergroBern. Diese zehnfache Wirksamkeit 
des natiirlichen Isomeren wurde mit Schwirmern von S. miata in Lei- 
tungswasser nachgewiesen, aber auch mit Schwarmer-Suspensionen, die 
mit dest. Wasser 1: 10 verdiinnt waren. Fiir die kombinierte Wir- 
kung der Alkalisalze und Aminosauren ist also die Konfigu- 
ration der letzteren von Bedeutung; die natiirliche Amino- 
siure wirkt viel starker als ihr Antipode. ~ 

Der nachgewiesene starke EinfluB von schwer zu erkennenden und 
zu kontrollierenden Bedingungen bei der Kultur des Pilzmycels und der 
Entwicklung der Schwarmsporen auf die chemotaktische Sensibilitat der 
Sporen erklirt manche der bisher widersprechenden Beobachtungen 
anderer Autoren. Er diirfte auch fiir das teilweise unterschiedliche Ver- 
halten der Sporen der im folgenden Abschnitt erwahnten Saprolegnia- 
ceen-Arten verantwortlich sein. 


8. Versuche mit anderen Saprolegniaceen 


Die Versuche mit den im folgenden genannten Saprolegniaceen* 
wurden unternommen, um jene Arten herauszufinden, die nach der 
S. 66 angegebenen Kultur in Malz-Agar durch mehrfache Wisserung des 
zerschnittenen Mycels regelmaBig dichte Suspensionen von gut beweg- 
lichen Zoosporen geben. Es ist jedoch durchaus méglich, daB auch die 
Arten, die in unseren Versuchen sich nicht bewahrten, unter anderen 
Bedingungen gut bewegliche, chemotaktisch reizbare Zoosporen bilden. 

Schwarmer-Bildung lieB sich durch drei bis fiinf Wiasserungen 
(s. S. 66) nicht erreichen bei unseren Kulturen von: Achlya racemosa, 
A. radiosa, A. recurva, A. Sparrowii, A. colorata, A. oligacantha, Isoachlya 
monilifera, I. eccentrica, Protoachlya paradoxa, Saprolegnia anisospora, 
S. monoica, 8. litoralis, Aphanomyces intermedia, Brevilegnia gracilis. 

Die Bildung reichlicher Mengen von Schwirmern, die jedoch un- 
beweglich waren, trat ein bei: Achlya crustosa, A. flagellata, A. proli- 
feroides, A. glomerata, Isoachlya uwnispora, Saprolegnia terrestris. 


* Alle Kulturen wurden vom Centraalbureau voor Schimmeleul- 
tures in Baarn/Nederland, bezogen. 
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Eine nur geringe Bildung von beweglichen Schwirmern wurde be- 
obachtet bei: Achlya recurva, A. caroliniana, A. ambisexualis 2 und g, 
S. parasitica, Thraustotheca clavata, Dictyuchus sterile, Calyptralegnia 
achlyoides. 

Reichliche Bildung von gutbeweglichen Zoosporen fand statt bei: 
Achlya intricata, A. proliferoides, A. Klebsiana, Saprolegnia delica, S. di- 
clina, S. dioica, S. lapponica. 

Im chemotaktischen Versuch wurden die Schwarmsporen fol- 
gender Pilzarten sowohl durch Lésungen der Tyrode-Salzmischung 
(ohne Phosphat und Hydrogencarbonat), als auch von 0,1-m. Natrium- 
chlorid und vom Aminosiuren-Gemisch I (13 mg bis 0,13 mg/ml) gut 
angelockt und unter Bildung eines Pfropfes in der Kapillare fixiert: 
S. diclina, S.lapponica, A. intricata. Die Schwarmer dieser Arten ver- 
hielten sich genauso wie jene der S. mixta und S. ferax. Hingegen waren 
die Schwirmer folgender Arten Tyrode-Lésung und Natriumchlorid- 
lésung gegeniiber indifferent, wurden jedoch vom Aminosaéuren-Gemisch 
stark angelockt und fixiert: S. delica, S. dioica, A. recurva, A. prolifero- 
ides, A. caroliniana, A. Klebsiana, A. ambisexualis 9 und 3, Calyptra- 
legnia achlyordes. 

Die kombinierte positiv-chemotaktische Wirkung von 
Alkalisalzen und Aminosduren 148t sich also auch bei den 
Schwairmsporen von anderen Saprolegniaceen beobachten. 


9. Diskussion der Ergebnisse 


Der Bewegungsmechanismus der Saprolegnia-Schwarmer ist 
schon recht genau bekannt: Die Schwarmsporen, treiben sich in Wasser 
fort durch den Schlag ihrer beiden GeiBeln, von denen die vordere als 
FlimmergeiBel, die hintere als PeitschengeiBel ausgebildet ist! 12. Beide 
GeiBeln bestehen aus je 11 Faden (2 zentralen und 9 peripheren Fibrillen), 
wie die Flagellen und Cilien von vielen anderen Organismen’™. Be- 
merkenswert ist die Tatsache, daB die Schwirmer des ersten Stadiums 
sich in der Haftstelle und Wirkungsweise der GeiBeln von jenen des 
zweiten unterscheiden : Die schlecht und nur kurz schwimmenden Sporen 
des ersten Stadiums sind tropfenformig und tragen die GeiBeln fast axial 
am Vorderende. Die Schwiarmer des zweiten Stadiums sind bilateral 
symmetrisch; bei ihnen entspringen die GeiBeln unter dem Vorderende 
in einer ventralen Lingsfurche!!. Die schon erwaihnte chemotaktische 
Unempfindlichkeit der Zellen des ersten Stadiums (sowohl Alkali- 
halogeniden wie Aminosiuren gegeniiber) braucht daher keinen physio- 
logischen Unterschied zu jenen des zweiten Stadiums anzuzeigen; sie 
kann auch morphologisch bedingt sein. 


11 W. Vik, Arch. Protistenkunde 92, 157 [1939]. 

12 J. N. Couch, Amer. J. Bot. 28, 704 [1941]. 

13 J, Manton, B. Clarke, A. D. Greenwood u. E. A. Flint, J. exp. Bot. 
3, 204 [1952]. 
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Die Schwimmbahnen der flinken Schwirmer des zweiten Stadiums 
bilden gestreckte Spirallinien; im Vorwirtskommen rotieren die Sporen 
um ihre eigene Achse. Die Schlige der vorwartsgerichteten Flimmer- 
geiBel und jene der riickwiartszeigenden PeitschengeiBel finden in zwei 
verschiedenen Ebenen statt, die nahezu senkrecht aufeinander stehen?2. 
Erst durch sehr eingehende kinematographische (stroboskopische) Unter- 
suchungen diirfte es méglich sein, im einzelnen die Beeinflussung dieses 
nicht einfachen Bewegungsmechanismus zu erkennen, welche durch 
chemotaktische EKinwirkungen erfolgt"*. 

AuBerordentlich kleine Konzentrationsunterschiede der diffundie- 
renden Stoffgemische im Bereich der schwimmenden, Sporen miissen 
jedenfalls geniigen, um deren topotaktische Orientierung auf die Dif- 
fusionsquelle hin oder von dieser weg zu bewirken. Im Endeffekt muB 
die Orientierung durch eine Beeinflussung des GeiBelschlages zustande 
kommen, mége sie durch direkte Einwirkung auf die Flagellen oder iiber 
ihre Basalkorner erfolgen. 

In friiheren Untersuchungen chemotaktischer Erscheinungen ist 
vielfach sehr eingehend gepriift worden, ob die Reaktivitaét der Or- 
ganismen fiir verschiedene Stoffe auf eine einzige Reizbarkeit zu- 
riickzufiihren sei oder ob verschiedene getrennte Sensibilitéten anzu- 
nehmen waren!5-1®, Im ersten Falle miiBten verschiedene taktisch aktive 
Stoffe eine gegenseitige Abstumpfung der Sensibilitét bewirken, im 
zweiten jedoch nicht — so unterschied und folgerte man. Aus unseren 
Versuchen geht besonders deutlich hervor, wie relativ die Bedeutung 
dieser schematisierenden Unterscheidung ist, und wie wenig sie dem 
Zusammenwirken verschiedener Stoffe gerecht wird: Gemische der Alkalli- 
und Erdalkalisalze wirken anders, auch qualitativ, als ihre Einzelkompo- 
nenten; Aminoséuren Gemische wirken, bei gleicher Konzentration viel 
stiirker als die (vorwiegend unwirksamen) Einzelkomponenten ; Salze und 
Aminosauren zusammen iiben viel stairkere und auch qualitativ ver- 
schiedene (in manchen Fallen entgegengesetzte) Wirkungen aus, als Salze 
oder Aminosauren allein. 

Diese Abwandlung oder Potenzierung der Wirkungen ver- 
schiedener Stoffe macht die starken Beeinflussungen der Ergebnisse 
chemotaktischer Versuche durch die Bedingungen der Gewinnung der 
beweglichen Zellen und durch die Inhaltsstoffe des Wassers verstandlich. 
Schon durch winzige Substanzkonzentrationen in der Zellsuspension 
k6énnen neue Erscheinungen auftreten; die Wirkungen der im AuBen- 
medium gelésten Stoffe sind keineswegs immer als ,,Abstumpfung“ der 


14S. z. B. die Studien iiber die Bewegungsmechanik niederer Organismen 
von P. Metzner, Beitr. allg. Bot. 2, 435 [1923]; Naturwissenschaften 11, 365, 
395 [1923]; Biol. Zbl. 68, 49 [1949]. 
15 W. Pfeffer, |. c.2, Bd. 2, S. 648. 
16 W. Rothert, Flora 88, 383 [1901]. 
17 K. Shibata, Jb. wiss. Bot. 41, 576 [1905]. 
18 K. Shibata, Jb. wiss. Bot. 49, 1 [1911]. 
19 H. Kniep, Jb. wiss. Bot. 48, 265 [1906]. 
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Kapillaren-Inhaltsstoffe aufzufassen. Die Reaktionen von Saprolegnia- 
Schwirmern in auBerst salzarmem Wasser gegen Alkalichloride und 
gegen Aminosiuren sowie der Nachweis der Unentbehrlichkeit von 
Aminoséuren fiir die Wirksamkeit von Phosphat sind eindrucksvolle 
Beispiele. 

Die Unterschiede im Verhalten der Schwarmzellen je nach der seit 
ihrer Hautung verflossenen Zeit sind weniger auf Anderungen ihrer 
Sensibilitét gegen taktische Agentien zuriickzufiihren, mehr auf ihre mit 
dem Alter zunehmende Neigung zur Encystierung. Dieser Vorgang wird 
durch Aminosiéuren ungemein geférdert. Bemerkenswert ist, daB bei der 
Encystierung selbst positiv taktisch und encystierend wirkende Stoffe 
abgegeben werden, die andere Sporen anlocken und sessil werden lassen. 
Dadurch entstehen die ,,Ballen‘‘ und ,,Trauben“ zur Ruhe gekommener 
Sporen. Auch die von Miller‘ beobachtete Anlockung der Schwarmer 
einer auf Saprolegnia parasitierenden Chytridiacee (Pseudolpidium sapro- 
legniae) durch encystierende Saprolegnia-Sporen weist auf derartige Stoff- 
abgaben. hin. 

Unser Nachweis, da8B Proteine Saprolegnia-Schwarmer nicht 
mehr anlocken, sobald sie von Aminosaduren, Natriumchlorid 
und anderen dialysierbaren Verunreinigungen befreit sind, 
erscheint uns nicht nur zur Berichtigung der Miillerschen Untersuchung? 
der Sensibilitat dieser Schwirmer wesentlich. Wir halten es fiir sehr wahr- 
scheinlich, daB auch die mit anderen Organismen beobachtete, positiv 
chemotaktische Wirkung von Proteinen in Wirklichkeit von ihren nieder- 
molekularen Beimengungen — Aminosiuren und Alkalichloriden — aus- 
geiibt wird. Das gilt fiir die schon von Pfeffer? beschriebene Anlockung 
verschiedener Faulnisbakterien durch Hihnereiklar und durch daraus 
hergestelltes Pepton, fiir die Anlockung von farblosen und griinen Luglena 
gracilis-Zellen2° durch Pepton, fiir die von Lidforss angegebene Wir- 
kung von Proteinen als spezifisch taktische Reizstoffe der Spermatozoide 
der Lebermoose?! und schlieBlich auch fiir die von Miller beobachtete 
Reizbarkeit der Schwiarmsporen verschiedener Chytridiaceen durch 
,genuine Proteinkérper*‘‘. 

Die Untersuchung der taktischen Effekte anorganischer 
Salze hat den Nachweis der Wirksamkeitsabstufung der Alkalichloride 
nach der lyotropen Reihe und die gegenseitige Beeinflussung der Alkali- 
und Erdalkalichloride als wesentliche Ergebnisse gehabt. Durch diese 
Feststellungen wird die chemotaktische Wirkung dieser Salze zu den 
vielfach untersuchten Salzwirkungen auf kontraktile Fasern tiberhaupt 
in Beziehung gebracht. Auf Analogien zwischen dem Schlag von Cilien 
und der Bewegung von Muskelfasern hat schon Gray hingewiesen nach 
eingehender Untersuchung des Einflusses von Wasserstoff-, Hydroxyl-, 


20 T, Frank, Bot. Ztg. 62, 153 [1904]. 
21 B. Lidforss, Jb. wiss. Bot. 41, 65 [1905]. 
22 J. Gray, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B, 48, 104 [1922]. 
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Alkali- und Erdalkali-Ionen auf die Bewegung der Cilien von Mytilus 
edulis. Auf dem Felde chemotaktischer Untersuchungen hatte schon 
Pfeffer? die stark anlockende Wirkung von Kaliumsaizen auf einige 
Faulnisbakterien, Flagellaten und Volvocineen beobachtet; Buller? 
hat erkannt, da Kalium- und Rubidiumsalze auch Farn-Spermatozoide 
anlocken (auBer der von Pfeffer als spezifischer Reizstoff angegebenen 
Apfelsiure); Akerman* hat den schon erwahnten Lidforssschen An- 
gaben der Wirksamkeit von Proteinen auf Marchantia-Samenfaden die 
Beobachtung der Reizwirkung von Kalium-, Rubidium- und Casium- 
Salzen hinzugefiigt. 

Eine Parallele zu unserem Nachweis der Wirksamkeit der Chloride 
substituierter Ammonium-Ionen (welche so wie bei den Alkali-Ionen von 
der GréBe des hydratisierten Ions abhingt) bieten Versuche von Shi- 
bata’® mit Hquisetum-, Salvinia- und Jsoetes-Spermatozoiden. Die 
Schwarmer dieser Archegoniaten werden durch mehrere Alkaloidsalze, 
durch Salze verschiedener Amine und sogar durch die Salze einiger 
basischer Farbstoffe angelockt. ; 

Das interessanteste Ergebnis unserer Versuche ist die Beobachtung 
der im Vergleich zu den Effekten der Einzelkomponenten auBerordentlich 
gesteigerten Wirkung von Aminosiuren-Gemischen und ihrer 
Kombinationen mit Alkali- und Erdalkali-Salzen. Und das 
nicht nur, weil damit schon mit sehr verdiinnten Loésungen taktische 
Erscheinungen, erzielt werden, die vollstandig denen gleichen, die an 
natiirlichen Objekten sich abspielen und daher zur Annahme berechtigen, 
daB diese die Stoffmischungen sind, die tatsichlich aus natiirlichen Sub- 
straten herausdiffundieren und anlocken; sondern auch weil die Beob- 
achtungen auBerdem die Frage aufwerfen, wie diese Steigerung der 
taktischen Salzwirkung durch einzelne Aminosiiuren und noch starker 
durch Aminosiuren-Gemische zustande kommt. 

Eine sicher begriindete Antwort auf diese Frage ist noch nicht 
moglich. Es 1aBt sich nur feststellen, daB diese Wechselwirkung von 
Aminosauren und Salzen sich nicht auf die Kationen beschrankt, da 
durch Aminosauren auch die abstoBende Wirkung der Alkali- und Erd- 
alkali-Salze mit zweifach geladenem Anion aufgehoben oder in das Gegen- 
teil verkehrt wird und die bemerkenswerte, starke Anlockung durch 
Phosphat erst méglich wird. 

Es ist anzunehmen, da chemotaktisch wirkende Stoffe nach MaB- 
gape der Konzentration ihrer Lésung, die mit der bewegten Zelle bzw. 
ihren Flagellen in Bertthrung kommt, auch in diese permeieren. Darauf 
weisen verschiedene Erscheinungen hin, so z.B. die ,,Gewo6hnung“ von 
Schwarmern an staérkere Konzentrationen, welche sich in vielfacher Ab- 
wandlung beobachten laBt: Schwiarmer dringen in starkere Lésungen ein 
erst nach mehrfachem ,,Anschwimmen der Kapillare, nach einem 
3H. A. R. Buller, Ann. Botany 14, 543 [1900]. 


24 A. Akerman, Z. Bot. 2, 101, 103 [1910]. 
25 H. Bruchmann, Flora 99, 193 [1909]. 
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,,Gewimmel‘ vor ihrer Miindung; Schwarmer kénnen nach einiger Zeit, 
unempfindlicher geworden, konzentriertere Losungen zugunsten von ver- 
diinnteren, verlassen usw. Lycopodium-Spermatozoiden leben in 0,1-proz. 
Citrat-Lésung, von der sie spezifisch angelockt werden, 10—16mal langer 
als in gewOhnlichem Wasser?®, Das ist nur durch Aufnahme und Dissi- 
milation der Saéure zu erklaren. Auch die Spezifitat der taktischen Wir- 
kung stereoisomerer Stoffe spricht fiir eine Permeation. Diese Spezifitat 
ist schon bei der Priifung verschiedener der Apfelsiure nahestehender 
Dicarbonséuren mit den Samenfaden von Farnen?* und anderen Pterido- 
phyten!® festgestellt worden. Wir haben die verschiedene Sensibilitat 
von Saprolegnia-Schwirmern gegen L-Alanin und D-Alanin nach- 
gewiesen. SchlieBlich 14Bt sich das Eindringen der anlockenden Hydro- 
chloride einiger basischer Phenazin- und Thiazinfarbstoffe in Equisetum-, 
Salvinia- und Isoetes-Samenfiden unmittelbar beobachten; es fiihrt zur 
Vitalfarbung der Spermatozoiden?®. 

Wir méchten annehmen, daB die in unseren Versuchen, beobachtete 
Steigerung der taktischen Wirkung von Salzen durch Aminosiuren, vor 
allem durch Aminosauren-Mischungen, dadurch zustande kommt, daB 
die Aminosauren assimiliert werden und daB durch diesen Vorgang die 
Permeation der anorganischen Ionen gefordert wird. Die Funktion der 
aufgenommenen, durch die Zellgrenzfliche ,,aktiv“ transportierten 
Aminosauren wire die eines Trigers. Die eigentliche chemotaktische 
Wirkung, die Beeinflussung des Geifelschlages, wiirde von den Kon- 
zentrationsverhaltnissen der anorganischen Ionen innerhalb und aufer- 
halb der Grenzfliche verursacht werden. Es sei daran erinnert, da in 
auBerst salzarmer Lésung Gemische von neutralen Aminosaéuren keine 
taktische Wirkung mehr auf Saprolegnia-Schwarmer ausiiben. 

Es wire zu priifen, ob auch andere Organismen, fiir die eine An- 
lockung durch (sicherlich unreine) Proteine angegeben ist, sich gleich- 
artig verhalten, d.h. ob sie nur bei gleichzeitiger Anwesenheit von Alkaii- 
und Erdalkalisalzen gegen Aminosiéuren-Gemische sensibel sind. Wie er- 
wahnt, ist jedenfalls nachgewiesen, da8 die durch ,,Proteine“ oder Pepton 
reizbaren Bakterien? und Marchantia-Spermatozoiden®! auch gegen 
Kaliumsalze sensibel sind. 

Weiterhin wiire zu priifen, ob die ,,spezifische‘‘ Wirkung von Apfel- 
siure und anderen verwandten Dicarbonsiuren auf die Spermatozoiden 
von Farnen?!§ und jene von Citronensiure auf die Lycopodiwm-Samen- 
faden?® sich auch in sehr salzarmer Lésung aéuBert. Es ist wahrscheinlich, 
daB diese Samenfiden mit der Aufnahme von Malat bzw. Citrat auch 
Alkali- und Erdalkali-Ionen aufnehmen, da8 mit anderen Worten diese 
mehr oder weniger taktisch spezifisch wirkenden Sauren die gleiche Rolle 
spielen, wie vermutlich die Aminosauren beiden Saprolegnia-Schwarmern. 

Nach der hier geéuBerten Vorstellung wiirden also alle chemo- 
taktischen Reizstoffe die Beeinflussung des Bewegungsmechanismus der 


26 W. Pfeffer, 1. c. 2, Bd. I, 8. 382. 
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betreffenden Organismen durch Anderung der Permeation anorganischer 
Ionen bewirken, sei es unmittelbar, wenn sie selbst anorganische Salze 
sind oder solche ersetzen (substituierte Ammoniumsalze), sei es mittelbar 
als assimilierbare Trager. 

Die allgemeinste und physiologisch und 6kologisch wichtigste Taxis, 
die Aerotaxis, wiirde keine Ausnahme bilden, da aus vielen Unter- 
suchungen, bekannt ist, wie erst durch die energieliefernden Reaktions- 
ablaiufe der Atmung der ,,aktive‘‘ Transport z.B. von Alkali-Ionen durch 
lebende Membranen moglich wird. 


Zusammenfassung 


Die Schwarmsporen vieler wasserbewohnender Pilze werden zu ihren 
natiirlichen Substraten durch Stoffe hingefiihrt, die aus diesen heraus- 
diffundieren. 

Zur Kennzeichnung dieser Stoffe wird die Chemotaxis der Schwarm- 
sporen von Saprolegnia mixta, Saprolegnia ferax und von mehreren an- 
deren Saprolegniaceen untersucht. 

Ein Verfahren zur Ziichtung gréBerer Mengen von Schwarmsporen. 
mit gleicher Reaktionsfahigkeit wird angegeben und die Methode zur 
Beobachtung der taktischen Erscheinungen verbessert. 

Die chemotaktische Sensibilitat der Schwarmer ist stark von ihrem 
Alter abhangig und von den Inhaltsstoffen des Wassers, in dem sie sich 
befinden. 

Positiv chemotaktisch wirksam sind vor allem die Alkalichloride, 
und zwar in der Folge der lyotropen Reihe KCl > NaCl > RbCl > 
> NH,Cl > CsCl > LiCl, dann auch die Erdalkalichloride CaCl, > 
> MgCl,. Mischungen der Alkali- und Erdalkalisalze wirken qualitativ 
und quantitativ verschieden von den Einzelkomponenten. 

Von dialysierbaren Beimengungen befreite Proteine sind unwirksam. 
Durch Gemische von Aminosauren wird schon in kleinsten Konzentra- 
tionen die Wirkung der Alkali- und Erdalkalisalze sehr gesteigert. 

Die chemotaktische Anlockung der Saprolegnien-Schwarmsporen 
durch natiirliche Substrate und ihre Encystierung laBt. sich durch 
derartige Lésungen, die Salze (vor allem NaCl und KCl) und Spuren 
von Aminosauren-Gemischen enthalten, vollstandig nachahmen. 


Summary 


Swarm spores of many water inhabiting fungi are lead toward their 
natural substrates by substances which diffuse away from these sub- 
strates. 

In order to identify these substances the chemotaxis of swarm 
spores of saprolegnia mixta, saprolegnia ferax, and of several other 
saprolegniaceae is investigated. 
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A procedure is given for growing larger amounts of swarm spores 
with constant reactivity. The method to observe tactic phenomena is 
improved. 

The chemotactic sensibility of swarm spores is largely dependent 
on their age and on the solutes of their aqueous medium. 

Especially alkali metal chlorides are positively chemotactic in the 
order of the lyotropic series KCl > NaCl > RbCl > NH,Cl > CsCl > 
>LiCl but also the alkaline earth metal chlorides CaCl, > MgCl,. 
Mixtures of alkali and alkaline earth metal salts behave differently from 
their individual components both qualitatively and quantitatively. 

Proteins freed of their dialyzable fractions are inactive. Even very 
small amounts of various amino acids increase the activity of above 
mentioned salts. 

Solutions containing these salts (mainly NaCl and KCl) and traces 
of amino acid mixtures completely imitate the chemotactic attraction 
of saprolegniacean swarm spores by natural substrates and also imitate 
their encystment. 
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Uber die Wirkungen von Nicotinséureamid 
auf die Schwarmsporen wasserbewohnender Pilze 
Von 
F. G. Fischer und Gottfried Werner 
Aus dem Chemischen Institut der Universitat Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. September 1957) 


Die vorangehende Untersuchung! hat ergeben, dafi Alkalichloride 
in kombinierter Wirkung mit Aminosiuren-Gemischen schon in sehr ge- 
ringen Konzentrationen auf die Schwirmsporen von Saprolegniaceen 
positiv chemotaktisch wirken und auch ihr SeBhaftwerden herbeifiihren. 
Die Anlockung der Schwirmer dieser wasserbewohnenden Pilze durch 
ihre natiirlichen Substrate, wie Insektenleichen. Pflanzenteile usw. ist 
auf eine solche kombinierte Wirkung der herausdiffundierenden Salze 
und Aminosauren, zuriickzufiihren. 

Die Beobachtung der Vorgiinge des Unbeweglichwerdens, der En- 
cystierung, der Schwarmsporen, die auf ihre Anlockung folgen, hatte im 
Pfefferschen Kapillarenversuch bei Anwendung bestimmter Lésungen 
und Extrakte eine auffallig plotzliche ,,Fixierung‘‘ der Sporen gezeigt. 

Kin ,,normales‘‘ Bild der Anlockung und des SeBhaftwerdens der 
Schwarmsporen von Saprolegnia mixta de Bary beobachtet man z.B. 
mit frischem, mit dest. Wasser 1 : 50 verdiinntem Blut in der Kapillare: 
Die angelockten Schwarmer dringen darin ein, verlangsamen ihre Be- 
wegungen nach und nach und encystieren erst im Laufe einiger Minuten. 
Enthalt die Kapillare jedoch Dialysate von linger gestandenem Rinder- 
blut, so beobachtet man, daB die ersten Dialysate gut anlocken und 
langsam fixieren (Wirkung der Blutsalze und der Aminosiuren), die 
spaiteren Dialysate aber, die kaum mehr chemotaktisch wirken, alle 
Schwarmer, die zufallig an der Kapillaren-Miindung vorbeischwimmen, 
ganz plétzlich bewegungslos werden lassen. Es bildet sich daher als- 
bald um die Kapillaren-Offnung ein dichter Kranz ,,fixierter‘‘ Schwarmer, 
der mit dem Herausdiffundieren des Kapillaren-Inhalts immer gréBer 
wird. 

Die fixierende Substanz ist organischer Natur und leicht in Athanol 
léslich, wie durch Eindampfen der vereinigten Dialysate aus einer gré- 
Beren Menge Rinderblut und Extraktion des Salzriickstandes mit wenig 
Athanol ermittelt wurde. Ihr Verbleib bei den Operationen zu ihrer 
Kennzeichnung und Anreicherung lie sich durch Beobachtung der 
fixierenden Wirkung von gestaffelt verdiinnten Lésungen im Kapillaren- 
Versuch gut verfolgen. 


1 F, G. Fischer u. G. Werner, diese Z., 310, 65 [1958], vorstehend. 
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Die Schwirmsporen-Suspensionen waren stets in gleicher Weise gewonnen 
und daher von gleichem Alter und gleicher Dichte (siehe die vorangehende Arbeit’). 
Alle Suspensionen in ausgekochtem Wiirzburger Leitungswasser. Dichte: 100000 
bis 120000 Schwirmer pro ml; Alter der Schwirmer: 24—30 Stdn. nach der ersten 
Wasserung des Mycels, das sind 14—20Stdn. nach dem Ausschliipfen der Schwarmer 
des zweiten Stadiums. 

Derart wurde festgestellt, daB der fixierende Stoff mit Phosphor- 
wolframsiure quantitativ fallbar ist und daB er sich aus waBriger Losung 
mit Butanol ausschiitteln 14Bt, jedoch nur aus neutraler und alkalischer, 
nicht aus mineralsaurer. Weiterhin daB er im Hochvakuum bei 150—200° 
unzersetzt fliichtig ist. 

Durch einige weitere charakterisierende Versuche wurde seine 
Identitét mit Nicotinsiureamid erkannt. Mit Losungen eines syn- 
thetischen Praparats dieses Stoffes in der Kapillare waren die gleichen 
Erscheinungen der plotzlichen Fixierung von Saprolegnia-Schwirmern 
zu beobachten. 

Die Isolierung von Nicotinsiureamid aus einem Kochauszug von 
Rinderpankreas, der eine viel staérkere fixierende Wirkung hatte als Blut, 
unter staindiger Priifung der Anreicherungsoperationen mit Hilfe des 
Kapillaren-Versuches, gab schlieBlich die GewiBheit, daB keine sonstigen 
Faktoren mit gleicher und gleich starker Wirkung in den Ausziigen 
tierischer Organe enthalten sind. 

Der Kochauszug aus 2,5 kg feingemahlenen Pankreasdriisen mit 6 1 Wasser 
wurde durch Zentrifugation und Filtration geklart, essigsauer gemacht und mit 
Bleiacetat gefallt. Nach dem Einengen im Vak. auf etwa 400 ml wurde die Lésung: 
mit Natronlauge schwach alkalisiert und 3mal mit dem gleichen Volumen Butanol 
ausgeschiittelt. Die Butanolausziige wurden durch Filtration geklirt und mehrfach 
mit wenigen mi 1-n.HCl ausgezogen. Nach dem Eindampfen der sauren Extrakte 
i. Vak. und Verreiben des Riickstandes mit Athanol zur Entfernung anorganischer 
Salze wurde der alkoholische Auszug eingedampft, dann in wenig Wasser auf- 
genommen. Der Riickstand aus der filtrierten und mit Natriumcarbonat neutrali- 
sierten Lésung ergab ein Sublimat (Badtemperatur bis 200°, 0,3 Torr.), das nach 
zweimaliger Umkristallisation aus Benzol lange, farblose Nadeln vom Schmp. 130° 
bildete. Misch-Schmp. mit Nicotinséureamid (Merck) ohne Depression. Die Re- 
aktionen mit 2,4-Dinitro-1-chlor-benzol oder Bromcyan und aromatischem Amin 
zum Nachweis des Ringstickstoffes verliefen bei den isolierten Nadeln und bei 
Nicotinséureamid (Merck) gleichartig. 

Die Wirkung von Nicotinsiureamid ist auch in stirkster Verdiinnung 
nachweisbar: Noch eine 0,00002—0,00001-m. Lésung in der Kapillare 
lahmt die unmittelbar an der Miindung vorbeischwimmenden Schwirm- 
sporen. Eine 0,001-m. Lésung laBt alsbald einen Kreis fixierter Schwarmer 
erkennen (Abb. 1), der bei Anwendung einer 0,1l-m. Lésung in wenigen 
Minuten so dicht wird (Abb. 2), daB er auch dem bloBen Auge als kreis- 
runder, weiBer Fleck sichtbar ist. LaBt man eine waBrige Losung von 
Nicotinsiureamid (1 x 10--m.) in eine Schwarmer-Suspension, unter Um- 
schwenken eintropfen, so beobachtet man eine sofortige Sistierung der 
Bewegung aller Schwirmsporen, sobald eine 1 x 10-?-Molaritat in der 
Suspension, erreicht ist. Bei einer Nicotinséiureamid-Konzentration von 
1 x 10-*-Mol vergehen 10—15 Min., bis alle Schwairmer unbeweglich ge- 


worden sind. 
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Zur Priifung der Spezifitit der Wirkung des Nikotinsiiureamids wurden auch 
einige andere strukturell ahnlicheStoffe herangezogen (Kapillaren-Versuch, 0,1 bi: 
0,01-m. Lésungen in den Kapillaren) : «-Picolinsiureamid, y-Picolinsiure, V-Methy] 
nicotinsiureamid, N-Diathyl-nicotinsiiureamid, Isonicotinsiureh;drazid, Nicotin- 
siurenitril, Nicotinsiure-athylester, Trigonellin, «-Amino-pyridin,3-Amino-pyridin 
Chinolin-carbonsiure-(3)-amid, Pyridin-sulfonsiure-(3)-amid, Benzamid, Anilin 
p-Amino-benzoesiure, Sulfanilsiure. 

Keine der genannten Substanzen beeinfluBte die Beweglichkeit der Schwairm- 
sporen. Nicotinsaurenitril und Nicotinsaiureiithylester wirken repulsiv. 





Abb. 1. Abb. 2. 


Abb. 1. Lihmung der Schwirmsporen von Saprclegnia mixta durch Nicotinsiure- 
amid (in der Kapillare 0,001-m. Nicotinsiureamid ; nach 10 Min. Einwirkungsdauer). 
AbbildungsmaBstab 10: 1. 


Abb. 2. Lihmung der Schwirmsporen von Saprolegnia mixta durch Nicotinsiure- 


amid (in der Kapillare 0,1-m. Nicotinsiureamid; nach 5 Min, Einwirkungsdauer). 
Abbildungsmafstab 10: 1. 


Das plétzliche Unbeweglichwerden der Schwarmer unter der Wir- 
kung des Nicotinsiureamids ist zunachst nur die Folge einer Lihmung 
ihres GeiBelschlages. LaBt man eine 0,001-m. Lésung des Amids aus der 
Kapillare in das Schwarmer-Gewimmel diffundieren, entfernt man die 
Kapillare sofort, nachdem einige Sporen vor ihrer Miindung unbeweglich 
geworden sind, und spiilt durch Umschwenken des Schalchens die fixierten 
Schwiarmer vom Agens frei, so beobachtet man, wie sie wieder beweglich 
werden. 

Auch bei etwas langeren Einwirkungen (einige Minuten) des Nicotin- 
siiureamids werden die dann encystierten Schwarmer nicht etwa ab- 
getétet; nach dem Abspiilen des Amids vermégen sie erneut zu ex- 
cystieren. Dabei lassen sich folgende Erscheinungen beobachten: Nach 
einer 2—3stdg. Ruhezeit, wihrend welcher bei starker mikroskopischer 
Vergr6Berung im Zellplasma der Sporen eine sehr lebhafte Bewegung 
der Inhaltskérper zu sehen ist, bildet die Umhillung eine halbkugel- 
formige Ausbuchtung, die sich erweitert und bis zur GréBe der alten 
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Spore heranwichst. Von dieser bleibt schlieBlich noch die leere Hille, 
da das gesamte Plasma sich in der neugebildeten Sporenkugel ansammelt. 
Bei 1000-facher VergréBerung bemerkt man an der neuen Spore bald 
zwei langsam schlagende GeiBeln, deren Bewegungsmechanismus sehr 
deutlich zu verfolgen ist. Es ergibt sich somit die Méglichkeit, im Hell- 
feld, ohne besondere Hilfsmittel und Farbungen, die Bewegungen der 
GeiBelfiiden zu beobachten. Allmahlich beschleunigt sich der GeiBel- 
schlag, bis schlieBlich der Schwairmer mit einem Ruck flott wird und 
aus dem Gesichtsfeld herausschieBt. 

Nach der encystierenden Wirkung des Nicotinsiureamids tritt also, 
wenn dieses Agens entfernt wird, eine zusitzliche Hautung der Schwarm- 
sporen ein. Eine erste Hautung machen die (normalerweise diplanetischen) 
Saprolegnia-Schwarmer schon wenige Minuten nach dem Ausschliipfen 
aus den Zoosporangien durch und gehen damit vom ersten Stadium 
in das zweite iiber. Auch die kurzdauernde Beweglichkeit der Sporen 
des ersten Stadiums laBt sich tibrigens durch Nicotinséureamid sofort 
inhibieren?. 

Zusatzliche Hautungen, das heiBt das Auftreten von Polyplanie, 
sind bei Pilzschwarmsporen zuweilen beobachtet worden, z. B. bei 
Saprolegnia torulosa und Achlya racemosa*, ohne dab jedoch eine Defi- 
nition des besonderen, physiologischen, Zustandes oder der auslésenden 
Faktoren méglich gewesen ware. 

Die spezifische Wirkung des Nicotinsiureamids in so kleinen Kon- 
zentrationen und die Reversibilitaét dieser Wirkung fiihren zur An- 
nahme, daB sie auf einer Blockierung des energieliefernden Stoffwechsels 
der Schwirmer beruht, im ersten Augenblick der GeiBelfaiden, dann der 
ganzen Spore. Die von den beiden Codehydrogenasen abhiangigen 
Reaktionsablaufe, vor allem jene der Glykolyse, werden durch die Affi- 
nitait des Amids zu den entsprechenden Apofermenten unterbunden‘. 

Tatsachlich lat sich die Bewegung der Schwarmsporen auch durch 
Einwirkung von Codehydrogenase I plotzlich paralysieren. Eine 0,001-m. 
Lésung in der Kapillare ruft in unmittelbarer Nahe der Miindung noch 
Fixierungen hervor. Versuche zum Vergleich mit Nicotinsiureamid 
zeigen, daB die Codehydrogenase I gleich starke Wirkungen ausiibt erst 
in etwa 50—100fach gréBeren Konzentrationen’. Diese Lahmung des 


* Es wiire zu priifen, ob die derart nach der Hiutung gebildeten Sporen gleiche 
Eigenschaften haben, auch im chemotaktischen Verhalten, wie die ,,natiirlichen“ 
Sporen des zweiten Stadiums. 

3 W. Héhnk, Amer. J. Bot. 20, 45 [1933]. 

4 Die Hemmung von Dehydrogenasen durch Nicotinsiureamid und seine 
Wirkung auf den Kohlenhydratstoffwechsel sind mehrfach untersucht worden. 
Z. B.: 8. G. A. Alivisatos u. O. F. Denstedt, J. biol. Chemistry 199, 493 [1952]; 
Hemmung der Diphosphopyridinnucleotidase: L. J. Zatman, M. O. Kaplan u. 
S. P. Colowick, ebenda 200, 117 [1953]. 

5 Priparat der ,,Nutritional Biochemicals Corporations’ Cleveland, Ohio, 
USA. Auch nach fiinffacher Ausschiittelung des Priparats mit siedendem, absol. 
Athanol blieb seine fixierende Wirkung unverindert. Sie konnte also nicht auf eine 
Verunreinigung durch freies Nicotinsiureamid zuriickgehen. 
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GeiBelschlages durch die Codehydrogenase wire als Folge der Blockie- 
rung der Apofermente fiir die Substrate durch die iibermaBige Coferment- 
Konzentration zu deuten. 

Durch die geschilderten Beobachtungen wird einerseits die Frage 
aufgeworfen, ob auch andere Einwirkungen auf die codehydrogenase- 
abhangigen, energieliefernden Reaktionsketten die Beweglichkeit der 
Zoosporen von Wasserpilzen derart hemmen, andererseits jene, ob auch 
die Bewegungen anderer cilien- und geiBeltragender Zellen so stark durch 
Nicotinsiéureamid inhibiert werden kénnen. In der sehr umfangreichen 
Literatur tiber dieses Amid sind wenige Angaben iiber solche Wirkungen 
zu finden. Die Herabsetzung der automatischen Bewegungen von 
Uterus, Magen und Darm des Meerschweinchens sowie der Cilien der 
Froschzunge durch Nicotinséureamid-Lésungen ist beschrieben worden®. 

Wir fanden in einigen tastenden Versuchen, daB weder die Beweg- 
lichkeit von Bac. proteus noch jene einiger tierischer, beweglicher Orga- 
nismen (Spermatozoen von Rana esculenta, Colpidium spec. und einige 
nicht niher bestimmte Ciliaten) durch Nicotinsiureamid (bis zu 0,1-m- 
Lésungen) veraéndert wird; nur bei Exemplaren von, Paramaecium 
caudatum trat eine voriibergehende Unsicherheit des Cilienschlages und 
damit der Bewegungen auf. 


Zusammenfassung 


Nicotinsiureamid lihmt noch in 10-7-m. Lésung den GeiBelschlag 
der Schwérmsporen von Saprolegniaceen augenblicklich. Die derart 
fixierten Sporen vermdégen, alsbald von Amid freigespiilt, sich erneut 
zu hauten und wieder freibeweglich zu werden. Es wird also bei den 
normal diplanetischen Sporen Polyplanie hervorgerufen. 

Die gleiche fixierende und encystierende Wirkung iibt auch Code- 
hydrogenase I aus, jedoch erst in 50—100mal gréBerer Konzentration. 

Die beschriebene Wirkung wird spezifisch durch die genannten 
Stoffe ausgelést; strukturell ahnliche Substanzen sind wirkungslos. 


Summary 


A 10-7 M solution of nicotinamide is still capable of paralysing 
instantly the whip of the flagellum of swarm spores of saprolegniaceae. 
Spores fixed in such a manner and washed clean of the amide are able 
to skin themselves and to become freely mobile again. Hence, normally 
diplanetic spores become polyplanetic. 

The identical fixing and encysting effect is observed with code- 
hydrogenase I, but only at a concentration 50 to 100 times larger. 

The described reaction is specific for the substances mentioned; 
structurally similar substances are inactive. 


6 L. Liaci, Farm. sper. sci. affini 69, 200 [1940]. 
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‘rio SE als neuer Indikator 
zur komplexometrischen Bestimmung von Calcium 


(und Magnesium) im Serum 
Von 
H. Flaschka*, A. A. Abd El Raheem und F. Sadek 
Aus dem National Research Centre, Dokki-Cairo, Agypten 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. Miirz 1957) 


Die komplexometrische Bestimmung des Calciums im Serum ist 
einfach und zuverliassig und setzt sich mehr und mehr durch. Wegen 
der Raschheit ihrer Durchfiihrung scheint zwar die Flammenphoto- 
metrie die Methode der Wahl zu sein, zumal in derselben Probe auch 
noch Kalium und Natrium bestimmt werden kénnen. Trotzdem wird 
die titrimetrische Methode nie ihren Wert verlieren, da fiir kleinere 
Krankenhauser und Kliniken ein Flammenphotometer wegen des Mib- 
verhaltnisses zwischen Probenzahl und Anschaffungspreis wohl kaum 
in Frage kommt. 

Die ersten komplexometrischen Calciumbestimmungsmethoden wur- 
den auf der Basis einer direkten Titration mit Murexid als Indikator 
ausgearbeitet!. Sie konnten aber nicht voll befriedigen, weil der Um- 
schlag im Endpunkt sehr schleppend und schwer wahrnehmbar ist. Man 
versuchte daher, diesem Ubel durch die Einfiihrung einer objektiven 
Endpunktsbestimmung zu steuern und nahm die Titrationskurven im 
Spektralphotometer auf?. Wohl erhailt man bei der spektralphoto- 
metrischen Titration scharfe Endpunkte, allein die Methode ist zeit- 
raubend, und wenn schon ein solch teures Gerait vorhanden ist, so kann 
die Bestimmung gleich photometrisch gemacht werden, wofiir es eine 
ausreichende Anzahl von guten und einfachen Methoden gibt. 

Eine andere Méglichkeit, dem unklaren Endpunkt zu begegnen, war 
der Umweg iiber eine Oxalatfaillung. Nach Auflésen des Niederschlages 
konnte das Calcium mit Eriochromschwarz T als Indikator titriert 
werden, was einen viel schirferen Umschlag ergibt. Methoden fiir Cal- 
cium und Magnesium auf dieser Basis wurden von Flaschka und 
Holasek? ausgearbeitet. Sie sind vielfach tiberpriift und als zuverlassig 


1 J. J. Greenblatt u. S. Hartmann, Analytic. Chem. 28, 1708 [1951]; 
A. H. Holtz, Chem. Weekbl. 47, 907 [1951]; H. Lempfried u. J. Stiirmer, 
Klin. Wschr. 80, 227 [1952]. 

2 J. Lehmann, Scand. J. clin. lab. Invest. 5, 203 [1953]; W. H. Horner, 
J. Lab. clin. Med. 45, 951 [1955]; R. A. Chalmers, Analyst 79, 519 [1954]. 

3H. Flaschka u. A. Holasek, diese Z. 288, 244 [1951]; 290, 57 [1952]; 
Réntgen- u. Labor.Praxis 6, 72 [1953]. 

* Derzeitige Adresse: Department of Chemistry, University of North Caro- 
lina, Chapel Hill, North Carolina. 
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befunden worden. Eine stattliche Zahl von Publikationen tiber dieses 
Gebiet existiert, und zahlreiche Modifikationen werden empfohlen, ohn» f 
dabei jedoch prinzipiell Neues zu bringen*. 1 


Die direkte Titration im nativen Serum war natiirlich nach wie vo- 
der bestechende Wunschtraum. Da Modifikationen irgendwelcher Ar; 
fiir den Murexidendpunkt keine entscheidende Verbesserung bringen 
wiirden, kann theoretisch vorausgesagt werden, da die Verhaltnisse hin- 
sichtlich der Stabilitétskonstanten der beteiligten Komplexsysteme unc 
ungiinstigen Umschlagsfarben des Indikators dagegen sprechen. Die Ein 
fiihrung eines neuen Indikators hingegen schien durchaus die Méglich 
keit einer besseren Loésung zu bieten. Ein solecher wurde im Eriochrom 
blau SE der Fa. Geigy, Basel, gefunden (im folgenden stets als Erio SE 
abgekiirzt). 

OH OH OH Der Farbstoff (siehe nebenstehende 

N—N. |. Formel), der von anderen Firmen unter 

o “ ™ anderen Handelsbezeichnungen auf den 

[ Markt gebracht wird, ist in Japan be- 

7 SO,Na Y’ reits zur photometrischen Bestimmung 

(1 von Kalium im Serum _herangezogen 
worden®. 

Der Endpunkt ist bei der direkten Titration des nativen Serums 
bei Erio SE.nicht so scharf wie bei anderen komplexometrischen Indi- 
katoren, tibertrifft aber an Scharfe den des Murexids bei weitem. Auch 
wenig Getibten ist es unschwer moéglich, Resultate auf etwa + 0,2 bis 
0,3 mg% zu erhalten, und das bei einem Zeitaufwand von etwa drei 
Minuten. Im enteiweiBten Serum ist der Farbumschlag scharf. 

Literaturstellen, Diskussionsbemerkungen und eigene Beobach- 
tungen®’ deckten eine bemerkenswerte Tatsache auf. Die Titrations- 
werte im nativen Serum liegen durchweg niedriger als die im ent- 
eiweiBten. Auch bei der Methode iiber die Oxalatfillung ist dieselbe 
Tendenz zu beobachten, je nachdem, ob aus nativem oder enteiweiBtem 
Serum gefallt wird. Der Minderbetrag liegt etwa um 0,5 mg%, kann 
jedoch auch etwas hoher sein; in einem Extremfalle erreichte er 1,2 mg%. 
Eldjarn und Mitarbeiter® beriicksichtigen diese Tatsache durch An- 
bringen eines empirischen Faktors von 1,046. 

Bemerkenswert ist, da der Unterwert eine Funktion des Alters 
des Serums ist’. Abgestandenes, ,,totes‘‘ Serum ergibt, nativ oder ent- 
eiweiBt, direkt titriert oder iiber Oxalatfiallungen innerhalb der Fehler- 
grenze identische Werte. Daf viele Arbeiten zur Ausarbeitung oder 
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4 J. A. Gautier u. P. Pignard, Ann. pharmac. frang. 11, 438 [1953]; 
K. H. Kimbel, diese Z. 293, 273 [1953]; F. Bonati u. L. Cucurachi, Ateneo ; 
parmense 26, 76 [1955]; K. Grette, Scand. J. clin. lab. Invest. 5, 151 [1953]. 
5 F. Yanagisava, J. Biochemistry [Tokyo] 42, 3 [1955]; zit. nach Z. analyt. 
Chem. 151, 372 [1956]. 
6 L. Eldjarn, O. Nygaard u. 8. L. Sveinsson, Scand. J. clin. lab. Invest. : 
7, 92 [1953]. 
? Doz. Dr. A. Holasek, Graz, Privatmitteilung. 
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Uberpriifung komplexometrischer Methoden mit altem Serum durch- 
gefiihrt wurden, ist vermutlich der Grund, daB diese Differenzen lange 
uaentdeckt blieben. Beriicksichtigt man diese Fakten, so wird die direkte 
Titration im nativen Serum fiir die klinische Priifung des Calciumspiegels 
als einfachste und schnellste Methode durchaus genau genug sein. Es 
handelt sich ja in den meisten Fallen nur um die Notwendigkeit der 
Feststellung, ob ein Normal- oder Unterwert an Calcium vorliegt. Die 
Normalwerte werden als zwischen 9 und 11 mg% liegend angenommen, 
also ein recht breiter Bereich, der den manchmal erbittert gefiihrten 
Kampf um die zweite Dezimale von vornherein als zwecklos erscheinen 
laBt. Das eben Gesagte bezieht sich ausdriicklich auf die klinische 
Routineuntersuchung. Handelt es sich um die Ermittlung kleiner 
Schwankungen im persénlichen Calciumspiegel eines Patienten, sei es, 
um den EinfluB des Wetters oder der Tageszeit, seelischer Beanspru- 
chungen oder medikamentéser Gaben oder sonst etwas zu studieren’, 
dann liegt der Fall natiirlich anders. 

Erio SE ist in Wasser léslich, und die Lésung ist betrachtlich stabiler 
als die von Eriochromschwarz T. Doch ist auch hier die Verwendung des 
Indikators in fester Verreibung vorzuziehen. Auch Erio SE verhalt sich 
wie ein Sdure-Basen-Indikator und gibt in Abhangigkeit vom pu der 
Lésung Farbumschlage. Im stark alkalischen Bereich (px 12 und mehr) 
ist die Farbe der Lésung, sofern Anwesenheit von Calciumionen aus- 
geschlossen wird, ein dunkles Blauviolett. Der Indikator ist im Gegen- 
satz zu Eriochromschwarz T auch in der stark alkalischen Lésung be- 
stindig, zumindest weit tiber die Zeitdauer einer auch langsam durch- 
gefiihrien Titration, und seine Beeinflussung durch Schwermetallspuren 
ist geringer als beim anderen erwahnten Indikator. Zugabe von Calcium- 
ionen bewirkt einen sofortigen Umschlag der Farbe nach Weinrot. Fiir 
eine Titration in sehr verdiinnter Lésung ist der rote Stich in der Farbe 
der Lésung des freien Indikators stérend. Er laiBt sich durch Zugabe 
einer geeigneten Griinkomponente ausschalten. Hierzu hat sich Naph- 
tholgriin B als geeignet erwiesen. Der Farbumschlag im Endpunkte er- 
folgt dann von Rot’ nach rein Blau. 


Beschreibung der Versuche 
Lésungen und Reagenzien 


0,001-m. Komplexon III: 3,722 g Komplexon III werden in bidest. Wasser 
zu 11 gelést. Die Lésung ist am besten in Kunststoffflaschen aufzubewahren. Sie 
ist titerkonstant. Wegen Titerinderungen unter dem Einflu8 von Metallionen, 
die aus der Wand von Glasgefafen austreten, siehe ]. c.°. 

ErioSE-Mischindikator: 0,1 g Erio SE + 0,17 g Naphtholgriin B + 20g 
Natriumchlorid p. a. werden zu einem feinen Pulver innigst verrieben. Es wurde 
das Handelsprodukt der Fa. Geigy ohne weitere Reinigung direkt verwendet. 

EriochromschwarzT-Indikator: 0,1 g EriochromschwarzT + 20 g 
Natriumchlorid werden innigst verrieben. 


8 Prof. Dr. E. Rothlin, Basel, Privatmitteilung. 
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Natronlauge, 50-proz.: Die Lauge soll vom triibenden Carbonat abstehen 
gelassen werden; nur die klare Fliissigkeit ist zu verwenden. Wenn nétig, ist zu 
zentrifugieren. 

Ammoniak verd., p. a., Methylrot, 0,01-proz. in;Alkohol. 

Puffer, py 10: 13,5 g Ammoniumchlorid und 88 m/ konz. Ammoniak werden 
mit bidest. Wasser zu 250 m/ verdiinnt. 

Kaliumcyanid, fest p.a., 20-proz. Trichloressigsaure. 

Das zur Bereitung der Lésungen verwendete Wasser mu frei von Metall- 
ionen sein, was erfahrungsgemaB beim gewohnlichen ,,destillierten“* Wasser nicht 
immer der Fall ist®. Es ist dringend zu empfehlen, die fiir die Calciumbestimmung 
verwendeten Zentrifugengliser, Kélbchen, Riihrstabchen und anderen Glasgerate 
nur aus Hartglas (Jena oder Pyrex) verfertigen zu lassen und ausschlieBlich fiir diese 
Bestimmung zu verwenden. Vor Ingebrauchnahme sollten sie in einer stark natron- 
alkalischen Komplexonlésung (ca. 1%) etwa 1—2 Stdn. am Wasserbad erhitzt 
werden, um die Oberflaiche von ablésbaren Metallionen voll zu befreien. 


Arbeitsvorschrift fiir natives Serum 

1,00 ml nicht hamolytisches Serum wird in ein 25- oder 50-ml-Kélbchen ein- 
pipettiert. Nach Verdiinnen mit ca. 10 m/ bidest. Wasser setzt man 4 Tropfen 
50-proz. Natronlauge und so viel Indikatorpulver (Erio SE) zu, daB eine deutliche 
Rotfa: bung entsteht. AnschlieBend titriert man mit 0,001-m.Komplexon bis zum 
Umschlag von Rot nach rein Blau. Zubereitung und Titration sollen fiir jede Probe 
einzeln erfolgen und unmittelbar hintereinander ausgefiihrt werden, um die Bildung 
von schwer reagierendem Calciumcarbonat oder -phosphat zu vermeiden. 


ml 0,001-m.Komplexon x 4 mg, Calcium 


Die Titration kann genauso auch mit 2 m/ durchgefiihrt werden; der Um- 
rechnungsfaktor betragt dann 2. 


Arbeitsvorschrift fiir enteiweibtes Serum 


2,00 ml Serum + 2,00 ml bidest. Wasser -+- 2,00 m/ 20-proz. Trichloressig- 
siure werden in einem 10-ml-Zentrifugenglas gut vermischt und 10 Min. stehen 
gelassen. Dann wird 10 Min. bei 3000 U/Min. zentrifugiert. Von der iiberstehenden 
Fliissigkeit werden 3,00 m/ (entspr. 1 m/ Serum) in ein 25- oder 50-ml-Kélbchen 
einpipettiert und mit 10 ml bidest. Wasser verdiinnt. Nach Zugabe von 5 Tropfen 
50-proz. Natronlauge und Indikator verfaihrt man wie oben angegeben. Der Um- 
schlag ist sehr scharf. 

Erio SE spricht bei py 10 auch auf Magnesium an. Es wurde versucht, die 
Probe nach der Durchfiihrung der Calciumbestimmung anzusiuern, um das 
Magnesiumhydroxyd aufzulésen, und dann nach Abpuffern auf py 10 das Magne- 
sium zu titrieren. Die Versuche zeitigten keine guten Ergebnisse und ergaben 
stiindig zu hohe Werte fiir Magnesium. Der Grund hierfiir mag darin liegen: Der 
Srio SE-Mischindikator ist so zusammengesetzt, da der bei pj; 12 herrschende 
Rot-Ton maskiert wird. Die darauf berechnete Griinzugabe ist fiir die andersartige 
Farbung bei py 10 nicht geeignet. Man kann aber Magnesium und Calcium mittels 
eines Differenzverfahrens sehr rasch bestimmen. In einem Teil der Probe wird 
Calcium bei py 12 gegen Erio SE bestimmt, in einem anderen Teil die Summe 
Calcium + Magnesium bei py 10 gegen Eriochromschwarz T titriert. Das Magne- 
sium kann dann aus der Differenz berechnet werden. Die Titrationen miissen in 
enteiweiBten Serumanteilen durchgefiihrt werden. Im einzelnen verfahrt man wie 
folgt: 

Arbeitsvorschrift zur Bestimmung von Calcium und Magnesium 


3,00 ml Serum -+- 3,00 ml bidest. Wasser -- 3,00 m/l 20-proz. Trichloressig- 
siure werden in einem 10-ml-Zentrifugenglas gut durchgemischt und 10 Min. 
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stehen gelassen. Nach Zentrifugieren (10 Min. bei 3000 U/Min.) pipettiert man 
3,00 ml (entspr. 1 m/ Serum) in ein 25- oder 50-ml-Kélbchen und bestimmt das 
Calcium, wie friiher angefiihrt. Verbrauch A mi. A x 4 = mg% Calcium. 

Ein zweiter Anteil von 3,00 ml wird in ein weiteres 25- oder 50-m/-K6lbchen 
pipettiert und mit einer Spur Methylrot versetzt. Nach Verdiinnen mit 5 mi bidest. 
Wasser setzt man Tropfen fiir Tropfen verdiinnten Ammoniaks zu, bis der Indikator 
nach Gelb umschlagt. Nun gibt man 1 mi Puffer, py 10, und Eriochromschwarz T 
zu und titriert bis zum Umschlag von Rot nach Blau. Verbrauch B mil. (B — A) 
< 2,34 = mg% Magnesium. Es ist vorteilhaft, diese Titration zur Beschleunigung 
der Reaktionsgeschwindigkeit bei etwa 50° durchzufihren. 

Um allenfalls anwesende Spuren stérender Schwermetalle auszuschlieBen, ist 
anzuraten, bei allen angefiihrten Titrationen einige Kristallchen Kaliumeyanid 
zuzusetzen. 


Resultate verschiedener Calciumbestimmungen. 





Ca nach Oxalatfallung gemaB Flaschka und ee , , 
acl pe Direkte Titration 
Holasek: ee es 
gegen Erio SE 





Mittel aus 3—4 Bestimmungen 





a) Titrationen in nativem Serum 


9,26 9,2 9,1 9,0 
10,34 10,4 10,2 10,1 10,3 
8,88 8,7 9,1 9,0 

9,63 94 93 96 9,9 
10,12 10,2 10,2 10,3 10,9( 2) 

b) Titrationen in enteiweiBtem Serum 

10,44 10,4 10,3 10,4 
10,86 10,9 10,9 10,85 
10,02 10,0 10,2 10,0 9,8 
9,34 9,2 9,3 9, 

9,18 9,2 9,1 9,3 





Kinige Resultate von Calciumbestimmungen zeigt die Tabelle. Die Bestim- 
mung des Magnesium ist mit denselben Tropfenfehlern behaftet und liegt unter 
Beriicksichtigung des kleineren Umrechnungsfaktors in denselben Grenzen, so 
daB von der Wiedergabe einer gesonderten Tabelle Abstand genommen werden 


kann. 
P . = z. ey —_ " " 
Der Fa. Geigy, Basel sei fiir die Uberlassung des Erio SE euch an dieser 
Stelle herzlicher Dank ausgesprochen. 


Zusammenfassung 


Die Bestimmung von Calcium mittels direkter komplexometrischer 
Titration im nativen Serum mit Eriochromblau SE als Indikator wird 
beschrieben. Der Umschlag im Endpunkt ist gut, jedoch scharfer im 
enteiweiBten Serum. Calcium und Magnesium kénnen bestimmt werden, 
indem man enteiweiBt und einen aliquoten Teil des Zentrifugates zur 
Ermittlung von Calcium gegen Erio SE und einen anderen zur Titration 
der Summe Ca + Mg gegen Eriochromschwarz T verwendet. Magnesium 
errechnet sich aus der Differenz. 
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Summary 


The determination of calcium in native serum by direct complexo- 
metric titration using Eriochrome Blue SE as indicator is described. 
The colour change at the end-point is good but is sharper with deprotein- 
ized serum. Calcium and magnesium can be determined together by 
deproteinizing the serum. An aliquot portion of the centrifugate is first 
titrated against Eriochrome Blue SE to determine the calcium and a 
second aliquot portion is titrated against Eriochrome Black T to deter- 
mine the sum of the calcium and magnesium. The magnesium content 
is then obtained by difference. 
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Histochemischer Nachweis 
einer spezifischen 5-Nucleotidase im Gelenkknorpel 
Von 
Paul Otte 


Aus der Orthopiidischen Universititsklinik Hamburg- Eppendorf 
(Direktor Professor Dr. G. Mau) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. April 1957) 


1937 beschrieb Reis! ein im Siugetiergewebe vorkommendes 
KEnzym, das Phosphorsiéure ausschlieBlich aus Nucleotiden mit einer 
Nucleotid-5-phosphorséure-Bindung abspaltet. Die Substrate Muskel- 
adenylsiure (AMP) und Inosinséure unterliegen auBerdem der Wirkung 
der unspezifischen alkalischen Phosphatase (Phosphomonoesterase 
Typ I?). Phosphatasereiche Gewebe wie Knochen enthalten nach Reis 
nur geringe Mengen 5-Nucleotidase. Dagegen ist Nervengewebe z. B. 
reich an diesem Ferment mit geringem Gehalt an unspezifischer Phos- 
phatase. Knorpelgewebe, insbesondere Gelenkknorpel wurde nicht 
untersucht. 

Die folgenden Untersuchungen zum Nachweis und zur Lokalisation 
der spezifischen 5-Nucleotidase im Gelenkknorpel wurden durch die 
Mitteilung von Lutwak-Mann® veranlaBt, nach welcher Gelenk- 
knorpelschnitte und waBrige Extrakte AMP stiirker dephosphorylieren 
als andere Nucleotide. 


Material und Methode 


Von Gelenkknorpeln von 10 Kialbern und 5 Rindern (frisch geschlachtet) 
wurden Nativschnitte von 35 hergestellt. Nebenher wurde Operationsmaterial 
aus der Klinik, das von unterschiedlichen Gelenken stammt, untersucht. Die in 
Veronalpuffer (pH 9,6) aufgefangenen Schnitte wurden, den Vorschriften von 
Gomori! zum Nachweis der alkalischen Phosphatase entsprechend, 1 Stde. lang 
inkubiert. Statt 4-Glycerophosphat enthielt das Inkubationsmedium AMP bzw. 
Hefeadenylsiure oder ATP. Die Substrate wurden in Veronalpuffer gelést. 


Inkubationslésung: 
1. Calciumchlorid, 2-proz.. . 0,2 
2. Magnesiumsulfat, 2-proz. . 0,1 
3. Substrat-Pufferlésung ] 
4. Veronalpuffer, 2-proz. . . 2.7 
4 


. Reis, Enzymologia [Den Haag] 2, 110, 188 [1937]. 
. Foley u. H. Kay, Ergebn. Enzymforsch. 5, 159 [1936]. 

3 C. Lutwak-Mann, Biochem. J. 84, 517 [1940]. 

4 Nach A. Pearse, Histochemistry, I. & A. Churchill Ltd., London 1954, 
S. 456, 
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Substrat-Pufferlésungen: 


AMP bzw. Hefeadenylsiiure .125 mg®, (Endkonzentration 31,25 mg®,) 
ATP* ......... . 62,5 mg% (optim. Endkonzentr. 15,5 mg) 
£-Glycerophosphat. . . . . 2°, (Endkonzentration 500 mg% ) 

* Als ATP Na,H, -4H,0 ,, Boehringer“, enthilt It. Deklarierung der Hersteller maximal 5% 
AMP. 

Nach Inkubation wurden die Schnitte je 5 Min. in flieBendes Wasser, it 
2-proz. Kobaltnitratlésung u ' wieder in flieBendes Wasser gelegt, darauf 1 Min 
in 1-proz. gelbes Ammoniumsuifid und 5 Min. in flieSendes Wasser. AbschlieBend 
aufsteigende Alkoholreihe, Xylol und Einbettung in Caedax. 


Ergebnisse 


Die am Kalberknorpel gewonnenen Ergebnisse zeigt die Abbil- 
dung 1. Nach substratfreier Inkubation bilden nur die Calciumphosphate 
der praparatorischen Verkalkungszone und des subchondralen Knochens 























a b c d e 
Substratfrei | ‘-Glycero- | Hefeadenyl- | aygp ATP 
phosphat siiure 
Oberflachl. 
Zellschicht - _ : petscie ot 
Basalzone _ ae aie a5 | rs 4 
Reaktion: — (negativ) + (schwach) +4 (stirker) ++ + (stark) 


Abb. 1. Querschnitt durch Kialbergelenkknorpel. Phosphatasenachweis nach 
Gomori mit verschiedenen Substraten It. Tabelle. Bei d starke Reaktion der 
spezifischen 5-Nucleotidase in der oberfliichlichen Zellschicht (Vergr. 30x ). 


schwarze Kobaltsulfid-Niederschlaige. Bei /-Glycerophosphat tritt eine 
starke Reaktion im Bereich der Basalzone auf, so daB die siulen- und 
nestartigen Zellaggregate vollig tiberdeckt sind. Hefeadenylsiure ergibt 
das gleiche Bild. 

AMP und ATP fiihren in der Basalzone nur zu schwachen Nieder- 
schlagen. ATP ruft in der oberflachlichen Zellschicht eine wesentlich 
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schwiichere Reaktion als AMP hervor. Der Bezirk zwischen Basalzone 
und oberflachlicher Zellschicht bleibt bei allen Substraten negativ. 

Rinderknorpel unterscheidet sich durch weniger scharfe Ab- 
grenzung der oberflichlichen Reaktion und durch Vereinzelung der 
reagierenden Zellen an der Knochenknorpelgrenze. Menschlicher Ge- 
lenkknorpel verhalt sich altersentsprechend analog. 


Abb. 2. TeilvergréBerung (75 x) aus 

Priparat d, Abb. 1. Starke Konzen- 

tration der 5-Nucleotidase in der 
obersten Zellschicht. 





Diskussion 


Die oberflachliche Tangentialschicht des Gelenkknorpels verfiigt 
iiber eine Phosphatase, die sich von der Phosphomonoesterase Typ I 
(alkalische Phosphatase) durch ihre Indifferenz gegeniiber /-Glycero- 
phosphat und Hefeadenylsiure unterscheidet. Es ist anzunehmen, dab 
es sich um die von Reis beschriebene spezifische 5-Nucleotidase handelt. 
Dieses Enzym soll nach Angaben des Autors ATP nicht angreifen. Die 
bei Verwendung von ATP als Substrat festzustellende Reaktion an 
Orten mit isolierter 5-Nucleotidace-Aktivitat ist wesentlich schwacher 
als bei AMP. Sie ist wahrscheinlich auf die Instabilitét der ATP zuriick- 
zufiihren. Ob dieser schwach positive Effekt auf den AMP-Gehalt 
(maxim. 5°.) der ATP-Lésung allein zuriickzufiihren ist, laBt sich nicht 
sicher entscheiden. Eine Klarung muff den unten erwahnten quanti- 
tativen Untersuchungen vorbehalten bleiben, da die zusitzliche Spontan- 
zersetzung der ATP unter Inkubationsbedingungen mit der histo- 
logischen Technik nicht erfaBt werden kann. 

Die Dephosphorylierung vom AMP in der Basalzone erfolgt in der- 
selben riumlichen Ausdehnung, wie alkalische Phosphatase nachweis- 
bar ist, jedoch wesentlich schwacher als die Spaltung von /?-Glycero- 
phosphat. Die geringe Intensitit ist nicht von der Substratkonzen- 
tration abhangig, da Hefeadenylsiure in gleicher Konzentration wie 
AMP ebenso starke Reaktionen gibt wie /}-Glycerophosphat. Daraus 
folgt, daB die Hydrolyse von AMP auch in der Basalzone durch die 
spezifische 5-Nucleotidase verursacht wird und nicht der Phosphomono- 
esterase zugeschrieben werden kann. Nach Hoffmann-Ostenhof? 
sind wohl alle isodynamen unspezifischen Phosphomonoesterasen im- 
stande, Phosphatreste aus Mononucleotiden abzuspalten. Auch Reis 


5 O. Hoffmann-Ostenhof, Enzymologie, Springer Verlag, Wien 1954, 
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hebt hervor, daB die Inosinsiure sowohl der Wirkung der 5-Nucleo- 
tidase als auch der alkalischen Phosphatase unterliegt. Demnach stellt 
die alkalische Phosphatase am Gelenkknorpel hinsichtlich ihrer Inakti- 
vitét gegentiber AMP einen Sonderfall dar. 

Der Befund einer spezifischen 5-Nucleotidase an der Oberflache 
des Gelenkknorpels ist dadurch interessant, da in diesem Bereich 
alkalische Phosphatase nicht einmal spurenweise vorzukommen scheint. 
Die leichte praparatorische Isolierbarkeit der enzymhaltigen Zellschicht 
vom Kalbergelenkknorpel erméglicht die Herstellung waBriger Ex- 
trakte, mit quantitativ nachweisbarer und anniahernd reiner 5-Nucleo- 
tidase-Aktivitaét. Die quantitativen Untersuchungen sind noch nicht ab- 
geschlossen. 

Die biologische Bedeutung der 5-Nucleotidase am Gelenkknorpel 
hangt wahrscheinlich mit der Lokalisation an der Gewebsgrenze zum 
nutritiven Medium der Synovia zusammen. Es bleibt allerdings unklar, 
ob die Spaltung und deren Produkte den oberen Zellen allein dienen 
oder auch fiir die unteren Schichten nutzbar werden. Im letzteren Falle 
kénnte man von einer fermentativen ,,Synovia-Knorpel-Schranke*™ 
sprechen, welche 5-Nucleotide nur nach Dephosphorylierung passieren 
1aBt. Ob der von Lutwak-Mann beschriebene weitere Abbau bis zum 
ndprodukt Hypoxanthin ebenfalls in dieser Grenzschicht erfolgt, muB 
noch untersucht werden. 


Zusammenfassung 


Kine an der Gelenkknorpeloberfliche isoliert vorkommende spezi- 
fische 5-Nucleotidase wird mit Muskeladenylsiure (AMP) als Substrat 
histologisch nachgewiesen. Fiir ein ATP-spaltendes Ferment ergibt sich 
kein sicherer Anhalt. Phosphomonoesterase kommt nur in der Basal- 
zone des Gelenkknorpels vor und scheint weder AMP noch ATP anzu- 
greifen, wahrend Hefeadenylsiaure schnell zerlegt wird. 


Summary 


On the surface of articular cartilage the isolated occurence of a 
specific 5-nucleotidase is found histologically with muscle adenylic 
acid (AMP) as substrate. There is no convincing evidence for an enzyme 
that splits ATP. Phosphomonoesterase occurs in the basal zone of 
articular cartilage only and appears neither to attack AMP nor ATP. 
Yeast adenylic acid, however, is cleaved rapidly. 
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Uber die quantitative Bestimmung 
der Serumperoxydaseaktivitat 
Von 
H, Biinte und L. Demling 
Aus der Medizinischen Universitatsklinik Erlangen (Direktor Prof. Dr. N. Henning) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. Juli 1957) 


Peroxydase findet sich im menschlichen Organismus ausschlieBlich 
in den neutrophilen und acidophilen Granulocyten!. Ihr Vorkommen 
im Blutserum und -plasma wurde friiher bestritten®. Spaiter wurde das 
Ferment halbquantitativ im Serum nachgewiesen*. Eine einfache quan- 
titative Bestimmungsmethode der Fermentaktivitaét im Blutserum ist 
bisher jedoch nicht bekannt. 

Wir haben uns bemiiht, eine solche zu entwickeln, und zwar unter 
Zugrundelegung der klassischen Peroxydasereaktion*. Diese erschien 
uns den iibrigen (mit Benzidin oder Guajacol) iiberlegen, da einmal die 
Ausbeute gr6Ber ist!, zum anderen geringe Verschiedenheiten der 
iuBeren Faktoren sowie unvermeidbare Verunreinigungen mit Spuren 
von Hémoglobin nach unseren Erfahrungen das MeBergebnis weniger 
beeinflussen und sich somit bei einfacher Handhabung genauere Werte 
ergeben. 

Bei dieser Reaktion tibertrigt die Peroxydase den Sauerstoff aus 
Hydroperoxyd auf Pyrogallol, wobei das rote Purpurogallin entsteht. 
Willstatter und Heis® haben die Umwandlung des Pyrogallols (I) in 
Purpurogallin (II) aufgeklart. 


Te OH Q OH 
40H Ps ‘ 
rir y > HX >< 7 
\/ OH * ad 
OH 


1 R. Willstitter, Liebigs Ann. Chem. 422, 47 [1921]; Ber. dtsch. chem. 
Ges. 59, 1871 [1926]; K. Agner, Verdoperoxydase, Verlag Konig]. Druckerei 
Norstett Stockholm 1941. 

2 Brocq-Rouseu u. a., zit. nach Euler, Chemie der Enzyme, Verlag 
J. E. Bergmann, Miinchen 1934. 

3 St. Kwasniewski und N. Henning, Klin. Wschr. 1926, 1472; N. Hen- 
ning, L. Demling und U. Hartlein, Dtsch. Arch. klin. Med. 196, 233 [1949]; 
E. Koch und O. Mechow, Arztl. Wschr. 48, 1135 [1951]. 

4H. Struve, Liebigs Ann. Chem. 168, 160 [1872]; A. Bach u. R. Chodat, 
Ber. dtsch. chem. Ges. 36, 600 [1903]; A. Bach, ebenda 47, 2122 [1914]. 

5 R,. Willstatter und H. Heis, Liebigs Ann. Chem. 4338, 17 [1923]. 
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Es entstehen dabei zahlreiche, verschiedenfarbige Zwischenstufen. 
Dementsprechend findet man bei der Bestimmung der Peroxydase in 
Serum nach dieser Methode ein braunrotes Reaktionsgemisch, desseii 
Spektrum jedoch, wie reines Purpurogallin, Maxima bei 300 und 420 mj, 
und eine Inflexion bei 350 my besitzt (Abb. 1). 

Wir fiihrten die folgenden Untersuchungen bei 420 my aus, da di-> 
Extinktionsmessung im sichtbaren Licht fiir routinemaBige Bestim- 
mungen im klinisch-chemischen Laboratorium weniger Aufwand er- 
fordert. 

Der Versuch, durch geeignete Extraktionsmittel die entsprechende 
farbgebende Fraktion anzureichern, fiihrte zu keinem befriedigende: 
Ergebnis. 








Abb. 1. Spektralkurve des Reaktions 





gemisches. 
Ks wurde Mischserum verwendet und 
mit einem Kontrollansatz kompen- 
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Die Bestimmung der Peroxydase in der Modifikation nach Will- 
statter, Stoll und Pollinger® liefert in stark leukocytenhaltigen 
Fliissigkeiten, etwa nach Anreicherung aus heparinisiertem Plasma oder 
in Kiter innerhalb weniger Minuten eine ausreichend kraftige Farb- 
intensitaét. Im Blutserum, das Peroxydase in wesentlich geringerer Kon- 
zentration enthalt, bekommt man erst nach etwa 24 Stdn. meBbare 
Farbung. 

Da wihrend dieser Zeit die Konzentration des Wasserstoffperoxyds 
durch Zerfall erheblich vermindert wird und der Luftsauerstoff das 
Pyrogallol in unkontrollierbarer Weise ohne Beziehung zum Ferment- 
gehalt oxydiert, haben wir versucht, die Reaktion zu beschleunigen. 
Dies gelang durch Anderung der Peroxyd- und Pyrogallolkonzentration 
im Reaktionsgemisch. 

Abb. 2 zeigt den EinfluB verschiedener Pyrogallol- und Peroxyd- 
konzentrationen auf die Extinktion. Man erkennt, daB bei einer kon- 
stanten Peroxydkonzentration von 0,1°, durch Anderung des Pyro- 
gallolgehaltes die Extinktion verschiedene Gréfe annimmt. Von 0 bis 


6 R. Willstatter und A. Stoll, Liebigs Ann. Chem. 416, 21 [1918]; 
R. Willstaitter und A. Pollinger, ebenda 430, 269 [1922]. 
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40 mg%, ist der Anstieg linear, um in hoheren Konzentrationen sich 
asymptotisch einem Grenzwert zu nihern (Abb. 2a). (Die Hohe des 
Grenzwertes wird zum Teil durch die Peroxydkonzentration bestimmt.) 

Die Extinktionswerte bei konstant gehaltenem Pyrogallolgehalt von 
50 mg% nehmen bei Steigerung der Peroxydkonzentration ebenfalls an- 
fangs linear zu. Uberschreitet man eine Konzentration von 0,2°%, so 
folgt der raschen Farbentwicklung eine Abnahme der Extinktion. Hier 
wird das Purpurogallinmolekiil durch den spontan entwickelten aktiven 
Sauerstoff zerstért. Bei Unterbrechung der Reaktion nach 15 Min. ist 
daher die Farbung bereits wieder relativ hell geworden. Bei diesen und 
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Abb. 2. a) (obere Kurven) Variierung der Pyrogallolkonzentration von 20 bis 
1000 mg®,, bei konstanter Peroxydkonzentration von 100 mg® 9. 
b) (untere Kurven) Variierung der Peroxydkonzentration von 20 mg®, bis 10 g°4, 
bei konstanter Pyrogallolkonzentration von 50 mg%%. 
Die Kurven a) und b) wurden zur besseren Ubersicht in drei Abschnitten mit ver- 
schiedenem MaBstab (1:1, 1:10, 1:100) dargestellt. 


héheren Konzentrationen st6rt zudem das Auftreten von Sauerstoff- 
blaschen die genaue Extinktionsmessung (Abb. 2b). 

Wir wihlten fiir unsere weiteren Untersuchungen eine Konzen- 
tration der Peroxydlésung von 0,1%, der Pyrogallollésung von 50 mg®%. 
Damit ist innerhalb von 15 Min. eine gut meBbare Firbung des Reak- 
tionsgemisches bei Peroxydasebestimmung im Serum zu_ erreichen. 
Kine Fermenthemmung durch SubstratiiberschuB ist andererseits bei 
diesen Konzentrationen noch nicht zu erwarten. Die Farbentwicklung 
stellt eine logarithmische Funktion (Abb. 3) der Zeit dar. 

Bei Seren mit hoher Fermentaktivitét wird das Extinktions- 
maximum friihestens nach 60 Min. erreicht. Bei Unterbrechung nach 
15 Min. liegt man noch im Bereich des steilen Anstiegs. Innerhalb dieser 
Zeit bleibt der EinfluB des Luftsauerstoffs und Peroxydzerfalls gering. 

Daher wurde in allen weiteren Untersuchungen die Reaktionszeit 
auf 15 Min. festgelegt. 

Bei den Leeransitzen, die alle Reagenzien in der gleichen Menge 
und Konzentration enthalten, wird die Farbentwicklung durch Zugabe 
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von n-H,SO, unterbunden. Diese hemmt die Peroxydase. In gleicher 
Weise wird auch die Farbentwicklung des Reaktionsgemisches nach 
15 Min. unterbrochen. Dabei kommt es zu einer Extinktionsverminde- 
rung bis auf etwa die Halfte des urspriinglichen Wertes. In Abb. 3 is 
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Abb. 3. Ablauf der Farbreaktion iiber 60 Min. vor und bis 30 Min. nach Zugabe 
der Schwefelsiure. Die Extinktion wurde fortlaufend mittels Photozelle, Galvano- 
meter und optischer Registriertrommel aufgenommen, 
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Abb. 4. Fortlaufende Registrierung der Farbentwicklung bei verschiedenen 
Temperaturen. (Durch gleichlaufende Untersuchungen der Farbentwicklung im 
Dunklen konnte der EinfluB der hier unvermeidbaren Durchleuchtung des Reak- 
tionsgemisches mit monochromatischem Licht auf den Kurvenverlauf als vernach- 
lissigbar klein erwiesen werden.) 


der gesamte Reaktionsablauf iiber 90 Min. graphisch dargestellt. Man 
erkennt, daB nach 60 Min. keine wesentliche Extinktionszunahme mehr 
erfolgt. Nach Zugabe der Schwefelsiiure verringert sich die Extinktion 
innerhalb weniger Sekunden und bleibt dann nahezu konstant. 

Die Abhangigkeit der Extinktion von der Temperatur zeigt Abb. 4. 
Man sieht, daB mit Erhodhung der Temperatur der Extinktionsanstieg 
rascher erfolgt. So ist das Maximum bei 35° bereits nach 25 Min. erreicht. 
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Wir wahlten fiir unsere weiteren Versuche eine Temperatur von 20°, 
da sich bei héheren Temperaturen unkontrollierbare Oxydationen des 
Pyrogallols im Reaktionsgemisch wesentlich bemerkbar machen. 

Der EinfluB der H-Ionenkonzentration auf die Reaktion wurde von 
Getschel und Walton’ untersucht. Fir die Leukocytenperoxydase 
fanden sie ein Optimum bei py 7—8. Wir haben unser Reaktionsgemisch 
mit Citronensiure-Phosphatpufferlésung auf ein pq von 7,2 gebracht. 

Unter den oben genannten Bedingungen wurden die Extinktionen 
verschiedener Serumkonzentrationen im Reaktionsgemisch bei 300, 350 
und 420 mu gemessen (Abb. 5). Es zeigte sich ein lineares Verhaltnis 
zwischen Fermentkonzentration (Serumkonzentration) und Extinktion 
des Reaktionsgemisches. 





Abb. 5. Abstufung der im Re- 
aktionsgemisch enthaltenen 
Serummenge (Fermentmenge). 
Die Extinktion wurde bei ver- 
schiedenen Wellenlingen (den 
Maxima des Purpurogallinspek- 
trums) gemessen. Die Extink- ZL 
tionen bei 300, 350 und 420 mu V4 | 


verhalten sich wie 8:2:1. -—_A—1 0 a | 
J i | 
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Die Extinktionen bei 300, 350 und 420 my verhalten sich wie 
8:2:1. Dasselbe Verhaltnis besteht zwischen den Héhen der Maxima 
im Spektrum des reinen Purpurogallins. 

Nach den Ergebnissen unserer Untersuchungen empfehlen wir fir 
die Bestimmung der Serumperoxydaseaktivitét folgende Arbeits- 
vorschrift : 

Zu 0,5 ml zellfreieém, nicht himolytischem Serum (30 Min. bei 3000 
U/Min. zentrifugiert) gibt man 0,5 m/ physiol. Kochsalzlosung, 1,0 m/ 
Pufferlésung, 1,0 ml Wasserstoffperoxydlésung und 1,0 m/ Pyrogallol- 
lésung. Man inkubiert dann 15 Min. bei 20° und unterbricht anschlieBend 
die Reaktion mit 1,0 m/l Schwefelsaure. In gleicher Weise wird der Leer- 
wert angesetzt, die Schwefelsiure jedoch sofort zugegeben. Die Bestim- 
mung der Extinktion erfolgt unter Verwendung eines Blaufilters S42 
bei einer Schichtdicke von 10 mm, wobei Reaktionsgemisch gegen Leer- 
wert gemessen wird, innerhalb von 15 Min. nach Unterbrechung der 
Reaktion. 

Zur Herstellung einer Eichkurve verwendet man reine Purpuro- 
gallinldsung in Konzentrationen von 1—50 mg%. Zu einem ml dieser 





7 R. W. Getschel und W. Walton, J. biol. Chemistry 91, 419 [1931]. 
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Loésung werden, wie bei der Peroxydasebestimmung, | ml Pufferlésung 
1 m/ Schwefelsiure und 2 ml Wasser gegeben und die Extinktion gegen 
Wasser gemessen. 

Als Einheit der Leukocytenperoxydase-Aktivitaét (LPE) wurde dic 
entstehende Purpurogallinmenge definiert. Eine Einheit entspricht det 
Extinktion, die bei Verwendung | mg-proz. reiner Purpurogallinlésung 
in dem zur Eichung angegebenen Gemisch gemessen wird. Das sind 
0.01 mg in 5 ml Reaktionsgemisch. 


50: 







Abb. 6. Graphische Darstellung 
der Normalverteilung von aus 200 
untersuchten Normalseren gewon- 
nenen Peroxydaseaktivititsein- 
heiten. 
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Herstellung der Lésungen: 
1. Pufferlésung: a) 0,2-m.Na,HPO, - 2H,O; 
. b) 0,1-m.Citronensiure. 

13,1 m/ der Lésung b) werden mit Lésung a) auf 100 ml aufgefiillt. 
Die Pufferlésung muB ein py von 7.2 aufweisen. Kleinere Ab- 
weichungen werden durch Zugabe der einen oder anderen Lésung 
korrigiert. 

2. Pyrogallollésung: 50 mg wasserfreies Pyrogallol werden mit 
Wasser auf 100 ml aufgefiillt. 

3. Wasserstoffperoxydlésung: 0,1-proz. Lésung. 

4. Schwefelsiure: 1-n.H,SO,. 

5. Purpurogallinlésungen: 1—50 mg Purpurogallin werden mit 96- 
proz. Athanol je auf 100 m/ aufgefiillt. 





Sowohl die Wasserstoffperoxydlésung wie die Pyrogallollésung 
miissen tiglich frisch zubereitet werden und sind vor Licht zu schiitzen. 
Die Pyrogallollésung ist auBerdem nicht linger als zum Ansatz des 
Reaktionsgemisches nétig, dem Luftsauerstoff auszusetzen. 

Aus der Untersuchung von 200 Normalseren wurde die statistische 
Verteilung errechnet und graphisch dargestellt (Abb. 6). Der Mittelwert 
lag bei 18 Einheiten der Leukocytenperoxydase-Aktivitat (LPE), mit 
einer Standardabweichung von -- 5 Einheiten. 

Zur Ermittlung des Fehlers der Methode wurden 100 Ansitze von 
ein und demselben Mischserum gemessen. Die statistische Berechnung 
ergab einen Fehler von -- 5%. 

Wir konnten feststellen, daB im Blutserum von Patienten mit Er- 
krankungen des myeloischen Blutsystems hiufig von der Norm ab- 
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weichende Peroxydasekonzentrationen enthalten waren. Diese Tatsache 
veranlaBt uns erneut zu der Annahme, daB die Serumperoxydase aus 
den Zellen des myeloischen Systems stammt. Wir sind dabei, den Ein- 
flu8 von Erkrankungen und Schadigungen der myeloischen Zellreihe 
auf die Peroxydaseaktivitét des Serums an einer gréBeren Zahl von 
Patienten quantitativ zu prifen. 


Zusammenfassung 


Es wird eine Methode zur quantitativen Bestimmung der Serum- 
peroxydaseaktivitét angegeben. Der Einflu8 auBerer Faktoren auf die 
Reaktion wird untersucht, die fiir die praktische Handhabung im 
klinisch-chemischen Routinebetrieb giinstigen Bedingungen werden er- 
mittelt. 


Summary 


A method is described for determination of peroxidase activity of 
serum. The influence of external factors on the reaction is investigated. 
Lastly, the most favourable conditions are worked out for adaptation 
to chemical routine analysis in clinics. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 310 8 











Bd. 310 (1958) 


Die Bindung des Hiamatins an Bluteiweibstoffe 
Von 
Wolfgang Schwerd 


Aus dem Institut fiir gerichtliche Medizin und Kriminalistik der Universitit Erlangen 
(Direktor: Prof. Dr. Dr. E. Weinig) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 6. August 1957) 


Hamatin (Oxyhamin) tritt bei verschiedenen krankhaften Zustaénden 
im Blutserum auf. Es wurde bei pernizidser Animie, Malaria, Schwarz- 
wasserfieber, Ikterus neonatorum, himolytischer Animie, Eklampsie, 
akuter gelber Leberatrophie, bei verschiedenen Vergiftungen, beispiels- 
weise bei der Seifenintoxikation! und bei anderen mit pathologischem 
Blutzerfall einhergehenden Zustinden, wie Transfusionsschaiden, beob- 
achtet. Ferner findet es sich in alteren Himatomen und tritt bei Faulnis 
von Blut in Erscheinung. Experimentell wurde es auch bei Autolyse- 
versuchen mit Blut? und in Tierversuchen bereits wenige Stunden nach 
intravenéser Injektion von Hamoglobin nachgewiesen®. 

Uber die Frage, in welcher Form das Hiimatin im Serum vorliegt, 


besteht bisher keine einhellige Meinung. Schumm 4, der den Farbstoff 


erstmals im menschlichen Serum fand, wies ihn spektroskopisch durch 
Bestimmung der Lage der Absorptionsmaxima und vor allem auf Grund 
des Auftretens der Himochromogenstreifen nach Reduktion mit Am- 
moniumsulfid oder Hydrazinhydrat nach. Nach seinen Angaben besitzen 
reine alkalische Hamatinlésungen ihr Maximum im Rot bei 612 my, 
wahrend die Maxima hamatinreicher Seren zwischen 621 und 627 mu 
liegen. Uber die Ursache dieser Verschiedenheit auBerte sich Schumm 
nicht. Er beschrieb auch Absorptionsbanden des Haimatins bei 577 und 
540 mu, von denen besonders die erstere sehr intensiv sein soll. 

Wir fanden jedoch weder bei der Durchsicht der einschligen Lite- 
ratur, noch bei eigenen Versuchen ein entsprechendes Verhalten des 
Himatins. Nach unseren Untersuchungen zeigt vielmehr eine reine 
Hamatinlésung einen sehr wenig charakteristischen Absorptionsverlauf 
mit einem flachen Maximum bei 612 my (Abb. 1) und einer langsamen 
Zunahme der Absorption zum Violett hin. Im stirker alkalischen Milieu 
(iiber py 10) ist er etwas profilierter (Abb. 2), das Maximum im Rot 
tritt deutlicher hervor und nach einem flachen Minimum im Gelbgriin 


1 G. Haselhorst und E. Mertens, Klin. Wschr. 1984, 914. 

2 L. Doljanski und O. Koch, Virchows Arch. pathol. Anatom. Physiol. 
klin. Med. 219, 401 [1933]. 

3 N. H. Fairley, Nature [London] 180, 588 [1937]; 142, 1156 [1938]; Brit. 
med. J. 1940, 213; Brit. J. exp. Pathol. 21, 231 [1940]. 

4 O. Schumm, diese Z. 87, 171 [1913]; Die spektrochemische Analyse natiir- 
licher organischer Farbstoffe. Verlag Fischer, Jena 1927. 
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zeichnen sich zwei angedeutete Maxima bei 525 bis 530 und bei 495 mu 
ab. Auch durch Reduktion sind keine besonders eindrucksvollen Absorp- 
tionskurven zu erhalten (Abb. 1 und 2). Im menschlichen Serum geléstes 
Himatin (Abb. 6a) weicht im optischen Verhalten von dem in waBriger 
Lésung vor allem durch eine Verlagerung des Maximums im Rot von 
612 nach 620 my ab. 

Die von Schumm mitunter beobachtete Verschiebung des Maximums im 
Rot tiber 620 my hinaus scheint auf gleichzeitiges Vorhandensein von Methimo- 
globin (Hamiglobin) zuriickzufiihren zu sein, dessen Maximum im Rot bei 630 mu 
liegt. Die beiden Maxima, welche Schumm bei 577 und 540 my fand, diirften 
durch Beimengungen von Oxyhiamoglobin bedingt gewesen sein. 


Das unterschiedliche Verhalten von Serumhamatin 
und Hamatinalbumin 

Heilmeyer’® fiihrte die Abweichung der Absorptionskurve des im 
Serum gelésten Himatins von der in waBriger Lésung darauf zuriick, 
da8 Hamatin im Serum nicht frei, sondern gebunden an Proteine vor- 
liegt. Fairley* kam auf Grund spektrophotometrischer Messungen zu 
der Auffassung, daB sich das Himatin nur mit dem Albumin verbindet. 
Fairley bezeichnete daher diese Verbindung als ,,Methimalbumin“, 
Keilin® nannte sie ,,Hamatinalbumin“ und Lemberg und Legge’ 
,,Ferrihamalbumin“, um hervorzuheben, da sie Eisen als Fe!!! ent- 
hilt. Die von Fairley, Keilin und anderen Autoren angegebene 
Absorptionskurve der Serumverbindung des Hamatins stimmt jedoch 
nicht mit derjenigen von Heilmeyer, die wir bestiatigen kénnen, tiber- 
ein. Nach Fairley liegen die Absorptionsmaxima des Methimalbumins 
bei 623, 540 und 500 mu, wahrend im Serum geléstes Himatin Maxima 



























bei 620, 525—530 und 495 mw zeigt. 

Schon papierelektrophoretische Versuche von Miller und Alling§ 
mit Plasma von Hunden, wonach Hamatin nicht nur mit dem Albumin, 
sondern auch mit «,-Globulin lauft, sowie Versuche von FiSer-Herman 
und Davorin®, nach denen sich der Farbstoff im menschlichen Serum 
auch mit «x -Globulin verbindet, wiesen darauf hin, daB die Abweichun- 
gen der Farbkurven von Serumhimatin und Himatinalbumin durch 
Verbindungen des Haimatins mit anderen Proteinen bedingt sind. Da 
wir auf papierelektrophoretischem Wege keine eindeutigen Ergebnisse 
erzielen konnten, versuchten wir die Aufklirung dieser Unterschiede 
durch Bestimmung der Absorptionskurven des Hamatins in folgenden 
EiweiBfraktionen*: «,-Glykoprotein, «,-Glykoprotein, ,-Globulin, 
5 L, Heilme yer, Medizinische Spektrophotometrie. Verl. Fischer, Jena 1933. 

8 J. Keilin, Nature [London] 154, 120 [1944]. 

7 R. Lemberg und J. W. Legge, Hematin Compounds and Blood Pigments. 
Interscience Publishers New York 1949. 

8 L. L. Miller und E. W. Alling, J. exp. Med. 85, 56 [1947]. 

9M. Fiser-Herman und P. Davorin, Biochem. Z. 324, 96 [1953]. 

* Die EiweiBfraktionen wurden uns freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. 
E. Schultze, Behringwerke, Marburg (Lahn), iiberlassen, wofiir wir auch an 
dieser Stelle ergebenst danken. 
8* 
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Abb. 1. a) In n/10-NaOH geléstes Himatin in Phosphatpuffer (Sé6rensen) px 7,8. 
b) Dasselbe nach Reduktion mit Na,S,0,. 
Abb. 2. a) In n/10-NaOH geléstes Himatin in Borsiure-Natriumcarbonat-Puffer, 
pu 11,0. b) Dasselbe nach Reduktion. 

Abb. 3. Absorptionskurven des reduzierten Himatins (Him) bei py 7,5: a) in 
serumfreier Phosphatpuffer-Lésung ( ); b) in maBig serumhaltiger (5—10%) 
Phosphatpuffer-Lésung (-------- ); e) in reinem Serum (-—-—-). 

Abb. 4. a) In n/10-NaOH geléstes Himatin in Glykoll-Natronlaugepuffer (Séren- 
sen), pH 11,5, mit etwa 1% Serum; b) dasselbe nach Reduktion. 

Abb. 5. Wie bei Abb. 4, jedoch bei py 12,5. 
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y-Globulin und Humanalbumin. Wegen des relativ flachen Verlaufs 
der Absorptionskurven des Haimatins in diesen EiweiBlésungen ermit- 
telten wir stets zusitzlich den Absorptionsverlauf des Farbstoffs nach 
Reduktion mit Natriumdithionit. Hierbei entwickelt sich, wie an an- 
derer Stelle naiher ausgefiihrt wurde!®, im schwach alkalischen Milieu 
ein Absorptionsspektrum, das von demjenigen des Haimochromogens 
abweicht. 


Der Einflu8 der Serumkonzentration und Wasserstoffionen- 
konzentration auf die Gestalt der Farbkurven 


Die Auspragung der Absorptionsspektren ist vom EiweiBgehalt, von der Ei- 
weiBart und vom px abhingig. So differieren, wie Abb. 3 zeigt, die Absorptions- 
kurven des reduzierten Haimatins (Him) je nach dem Serumgehalt betrichtlich. 
Wiahrend sich der Farbstoff in einer 1-proz. Serumlésung bei py 7—8 optisch wie 
in waBriger Lésung verhalt, nihert sich die Farbkurve mit zunehmender Serum- 
konzentration gestaltlich derjenigen, die das reduzierte Haimatin in reinem Serum 
aufweist. Auch vor der Reduktion sind Veranderungen zu finden, die sich — wie 
erwihnt — vor allem in einer Verschiebung des Maximums im Rot von 612 nach 
620 mu kundtun. Die py-Abhangigkeit der Karbkurven scheint mit der Beschaffen- 
heit der Proteine (nativ oder denaturiert) verkniipft zu sein!®. Wie die Abb. 4 u. 5 
zeigen, bildet sich das Himochromogenspektrum bei Verwendung frischen Serums 
erst im stark alkalischen Milieu aus. Unterhalb von pq 10 liegt (nach Reduktion) 
das Spektrum des reduzierten Himatins vor, mit zunehmender Alkalisierung tritt 
das Spektrum des SerumeiweiBhamochromogens mehr und mehr hervor. Wegen 
der geringen Serumkonzentration (1%) gelangt es aber auch bei py 12,4 (Abb. 5) 
nicht voll zur Auspragung. 

Die Auffassung von Fairley, daB Haimatin nur mit dem Albumin 
Verbindungen eingeht, scheinen die sowohl vor als auch nach der Reduk- 
tion zum Verwechseln dhnlichen Farbkurven von Serumhématin und 
Hamatinalbumin auf den ersten Blick zu bestiatigen. Die Differenzen 
werden erst erkennbar, wenn man die Farbkurven tibereinander zeichnet. 
Wie Abb. 6a und c zeigt, unterscheiden sich die Farbkurven vor der 
Reduktion im wesentlichen nur durch die Verschiebung der drei Maxima 
um 3—5 mu*. Nach Reduktion (mit Natriumdithionit) sind etwas 





Abb. 6. Gegeniiberstellung von Serumhimatin: a) vor Reduktion; b) nach 
Reduktion. und Himatinalbumin: c) vor Reduktion; d) nach Reduktion. 


Abb. 7. a) Hamatin in 1,5-proz. «#,-Glykoproteinfraktion (Behringwerke), 
pu 7,5—8; Himatinkonzentration etwa 0,1°%; b) dasselbe nach Reduktion. 


Abb. 8. a) Hamatin in 1,5-proz. «,-Glykoproteinfraktion (Behringwerke), 
pu 7,5—8; Hamatinkonzentration etwa 0,1%. b) Dasselbe nach Reduktion. 


1.8. Abb. 9. a) Hamatin in 1,5-proz. £,-Globulinlésung (Behringwerke) py 7,5—8; 
Hamatinkonzentration etwa 0,1%. b) Dasselbe nach Reduktion. 


Abb. 10. a) Haimatin in 4-proz. y-Globulin-Lésung (Behringwerke), py 7,5—8; 








er, 
Hamatinkonzentration etwa 1%. b) Dasselbe nach Reduktion. 
jin 10 W. Schwerd, Dtsch. Z. gerichtl. Med. 46, 772 [1957]. 
/0 * Es sei hier ausdriicklich vermerkt, daB bei der Messung der Absorptions- 
kurven mit dem Spektralphotometer (ZeiB-Opton) stets Vergleichslésungen Ver- 
n- wendung fanden, die bis auf den Himatingehalt vollig gleichartig wie die MeB- 


lésungen zusammengesetzt waren. AuBerdem wurden nur die Mefergebnisse 
solcher Lésungen verwertet, die nicht nennenswert getriibt waren. 
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groBere Unterschiede zu erkennen, wenn auch hier die Ahnlichkeit be- 
trichtlich ist (Abb. 6 b und d). Die von uns wohl erstmals beschriebene 
Absorptionskurve des reduzierten Himatins im Serum (b) erscheint 
gegenitiber der des reduzierten Himatinalbnmins (d) um 5—8 my violett- 
wirts verschoben. Auch ihre Form ist eine etwas andere: Die erste 
Bande des reduzierten Serumhimatins ist deutlich breiter (typische 
Farbkurven!), ihr Maximum liegt bei 565 my und nicht bei 571 bis 
573 mu wie beim reduzierten Haimatinalbumin. 

Die in zahlreichen Messungen immer wieder zu findenden 
Unterschiede im optischen Verhalten von Serumhamatin und 
Haimatinalbumin (Methimalbumin, Ferrihamalbumin) sind 
so deutlich, daB kein Zweifel daran bestehen kann, daB das 
Hamatin im Serum nicht als reine Albuminverbindung vor- 
liegt. 


Das Verhalten des Haimatins 
in verschiedenen SerumeiweiBfraktionen 


«,-Glykoproteinfraktion: Die Absorptionskurve des in dieser 
Serumfraktion gelésten Farbstoffes weicht sowohl von derjenigen in 
waBriger Losung als auch von der in reiner Albuminlésung deutlich ab 
(Abb. 7). Nach der Reduktion fehlt vor allem die sonst zu beobachtende 
leichte Einsenkung der Farbkurve bei 560—565 my. 

«,-Glykoproteinfraktion: Die Absorptionskurven (Abb.8), ahn- 
lich denen in «,-Fraktion, unterscheiden sich ebenfalls deutlich von denen 
des Farbstoffs in Wasser oder in Albuminlésung. Die Kurve des un- 
reduzierten Farbstoffs ist profilierter als in «,-Glykoproteinlésung. Nach 
der Reduktion ist die Kurve des Farbstoffs insgesamt etwas stirker ent- 
wickelt als in der «,-Fraktion und als in waBriger Lésung. Das Auf- 
fallendste ist wiederum ein Fehlen einer Einsenkung bei 560—565 my. 

6,-Globulinfraktion: Nach Beimischung von Himatin wiederum 
aihnliche Befunde wie bei der «,-Fraktion (Abb. 9). Der erste Gipfel des 
unreduzierten Farbstoffs liegt jedoch niher bei 610 als bei 620 muy. 
Nach der Reduktion ist vor allem wieder das Fehlen der Einsenkung 
der Farbkurve bei 560—565 my beachtenswert. 

y-Globulinfraktion (Abb. 10): Hier ergab sich keine eindeutige 
Abweichung der Farbkurven von denen des Himatins in schwach alka- 
lischen (py 7—10) waBrigen Lésungen. 

Aus diesen Befunden geht deutlich hervor, daB das Himatin nicht 
nur mit dem Albumin, sondern auch mit anderen Serumproteinen 
reagiert. Wir erkennen bei den Farbkurven des Himatins in Globulin- 
losungen Eigenschaften, die die Abweichungen der Farbkurven des 
Serumhématins von denen des Himatinalbumins verdeutlichen. Das 
Fehlen einer Einsenkung der Absorptionskurven bei 560—565 my gibt 
offensichtlich Veranlassung zu der Verbreiterung des Gipfels des Serum- 
hamatins im Vergleich zu dem des Himatinalbumins und zu einer Ver- 
lagerung des Maximums violettwarts. Der Abfall der Absorptionskurven 
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des reduzierten Hamatins in Globulinlésungen bei 540 my fiihrt bei Ge- 
mischen mit Albumin, wie sie im Serum vorliegen, zu einer Verflachung 
des zweiten Gipfels des Himatinalbumins. 

Diese Feststellungen werden dadurch erhartet, daB nach dem Zu- 
satz von Hamatin zu einem Gemisch der EiweifBfraktionen, das etwa 
dem entsprach, wie es im Serum vorliegt, eine Absorptionskurve zu 
messen war, die weitgehend derjenigen des Serumhimatins glich (Abb.11). 
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Abb. 11, a) Hamatin (Konzentration etwa , vi A AR. 
0,1) in einem Gemisch aus Lésungen von fe va NI} 
O,-, O°, B,-, y-Globulinfraktionen und von / 
Albumin (Behringwerke) (——); b) Dasselbe Fs 
nach Reduktion mit Natriumdithionit (----). a a 
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Wir schlieBen aus diesen Befunden, daB die Abweichung 
der Absorptionskurven des Himatins im Serum von denen 
dieses Farbstoffs in Albuminlésungen dadurch bedingt ist, 
daB der Farbstoff nicht nur mit Albumin, sondern auch mit 
Globulinen Verbindungen eingeht. 


Zusammenfassung 
Auf spektrophotometrischem Wege wird mit Hilfe von verschie- 
denen EiweifBfraktionen gezeigt, daB Haimatin im Serum nicht als reine 
Albuminverbindung vorliegt, sondern auch mit Globulinen Verbindungen 
eingeht. 
Summary 


It can be shown spectrophotometrically on various protein fractions 
that hematin is present in serum not solely as an albumin complex, but 
also as a globulin complex. 
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Uber die Struktur 
der Aldehyde liefernden Seitenkette im Plasmalogen 
Von 
Rudolf J. Blietz 


Aus dem Department of Chemistry, Harvard University, Cambridge, Massachusetts/USA* 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. August 1957) 


Rapport und Mitarbb.! haben die Ungesattigtheit. des von ihnen 
dargestellten Lysoplasmalogens (Lysophosphatidal-athanolamin) zwang- 
los durch eine Vinylatherstruktur der aldehydogenetischen Seitenkette 
erklaren kénnen. Sie nehmen an, da die gleiche Bindung im nativen 
Plasmalogen vorliegt. Damit wire die Frage entschieden, welche der 
von Klenk und Debuch? aufgestellten Formeln dem Plasmalogen zu- 
kommt. Diese Autoren haben bekanntlich 1954 bereits eine Enolather- 
(Vinylather) oder eine Hemiacetalformel fiir das Plasmalogen gefordert, 
ohne sich jemals auf eine derselben festgelegt zu haben. 

Es wird hier eine Methode beschrieben, die auf anderem Wege zu 
den gleichen Resultaten kommt. Eine unabhingige Methode anzuwenden 
erscheint um so wiinschenswerter, als das kristallisierte Lysoplasmalogen 
nur durch Alkalibehandlung des Plasmalogens dargestellt werden kann, 
was, wie schon Feulgen® vermutete, mit Verainderungen des Molekiils 
einhergeht?* und auch auf die aldehydogenetische Bindung EinfluB 
haben k6énnte. Ferner sind ungesittigte Aldehyde aus Plasmalogen 
bekannt®>®?8 und dargestellt worden®. Bei Anwesenheit derselben im 
Rapportschen Praparat konnte der Effekt der Hydrierung durch Hydro- 
genolyse eines Hemiacetals? und die Bromierung durch Addition an eine 
olefinische Bindung erklart werden. Obgleich die von Rapport! an- 
gegebenen Werte fiir Wasserstoffaufnahme und Bromverbrauch gegen 

* Die Arbeit wurde in der biochemischen Abteilung, Direktor Professor 
Dr. K. Bloch, durchgefiihrt. 

1M. M. Rapport, B. Lerner, N. Alonzo u. R. Franzel, J. biol. Che- 
mistry 225, 859 [1957]. 

2 E. Klenk u. H. Debuch, diese Z. 296, 179 [1954]; 299, 66 [1955]. 

3 R. Feulgen u. Th. Bersin, diese Z. 260, 217 [1939]. 

4M. M. Rapport, in G. Popjak and E. Le Breton, Proceedings of the 2nd 
international conference on biochemical Problems of lipids, New York 1956, S. 102; 
New York State Dept. Health, Ann. Rep. Div. Lab. and Res., 23 [1954]. 

5 R. Feulgen, K. [mmhauser u. M. Behrens, diese Z. 180, 161 [1929]. 

6 E. Klenk, diese Z. 282, 18 [1945]. 

7 E. Klenk, W. Stoffel u. H. Eggers, diese Z. 290, 246 [1952]. 

5 F. Leupold, diese Z. 285, 183 [1950]. 

® R. Blietz, Dissertat. Kéln 1956. 
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eine solche Auffassung sprechen, mu8B beachtet werden, daB das von 
Thannhauser, Boncoddo und Schmidt?® dargestellte, im wesent- 
lichen identische Praparat kein Brom addiert. 

Die vorliegende Untersuchung wurde deshalb an nativem Plasma- 
logen durchgefihrt, das in Tritiumwasser gespalten wurde. Bei Annahme 
einer Enolatherstruktur des Aldehyds mu8 dabei nach Gl. (1) ein in 
a-Stellung tritiummarkierter Aldehyd entstehen. Die Spaltung eines 
Hemiacetals wiirde dagegen nach Gl. (2) einen unmarkierten Aldehyd 
liefern. 


ra: | R T H 
ee | oa 
H—C—o—c=6—C_R + Toe Te 8%, 4 ¢ or + O0=C—C—C—R (1) 
l ee l Le 
R HHH R H H H 
R HHH R H HH 

| ae Hg Cl, | ao 
H—C—O—C—C—C_R + TO° Te ——= H—C—OT + TO—C—C—C_R (2) 
| | | His sells 6 al 
k Onn tt R OHH H 
¥ 
H HH 
| 
a a a 
- 
H HH 
ate 
T OH 


An Hand einer Modellsubstanz wurde gezeigt, daB unter den an- 
gewandten Bedingungen die Vinylatherstruktur Aldehyd liefert. 


Beschreibung der Versuche 
Materialien und Methoden 


Kephalin, Frakt.5 ‘nach Folch", wurde freundlicherweise von Dr. G. 
Schmidt zur Verfiigung gestellt. Tritiumwasser wurde von der New England 
Nuclear Corporation, Boston, Mass., bezogen. 

Die Bestimmung der Aktivitét ergab 169 mc/g (New England Nuclear Cor- 
poration). Die Radioaktivitaét aller Priparate wurde durch die New England Nu- 
clear Corporation, Boston, Mass., mit einem Packard Scintillationszihler aus- 
gefiihrt. Statistischer Fehler im angewandten Bereich etwa 1%. 

Athyl-vinyl-ather, Matheson Coleman & Bell Division, P 6874, wurde zur 
Entfernung eines darin enthaltenen alkalischen Stabilisators mit Acetatpuffer, 
px 5,0, ausgeschiittelt, mit NaHCO, neutralisiert, mit Wasser neutral gewaschen, 
iiber Na,SO, getrocknet und dann iiber eine Kolonne abdestilliert. Das so gewonnene 
Praparat reagierte in waiBriger Lésung neutral und zeigte im IR-Spektrum keine 
Carbonylbande bei 5,8 yu. 


10 §. J. Thannhauser, N. F. Boncoddou. G.Schmidt, J. biol. Chemistry 


188, 417 [1951]. 
11 J. Folch, J. biol. Chemistry, 146, 35 [1942]. 
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Die Spaltungsreaktion erfolgte unter Bedingungen, bei denen Plasmalogen und 
Athyl-vinyl-ather gegen HCI stabil waren. Durch Zusatz des von Feulgen” fiir die 
Plasmalspaltung entdeckten Katalysators, HgCl,, Konzentration 10 -5-m., pH 5—6, 
wurden sie jedoch bei 27° in 30 Min. fast véllig gespalten. Der aus dem’ Kephalin 
abgespaltene Aldehyd wurde durch Wassercampfdestillation der Emulsion gewon- 
nen und sofort in das Semicarbazon iibergefiihrt. Dieses wurde aus absolutem 
Alkohol mehrmals umkristallisiert und lieferte ein Produkt vom Schmelzpunkt des 
Palmitalsemicarkazons }°. 


Die Spaltung des Athyl-vinyl-athers wurde durch das Auftreten der Carbo- 
nylbande im IR-Spektrum bei 5,8 und durch den Acetaldehydgeruch verfolgt. 


Vorversuche 


a) Darstellung des markierten Aldehyds durch Destillation bei 
saurer Reaktion. 300mg Kephalin (Plasmalgehalt nach Feulgen 14%, 
bezogen auf Dimethylacetale des Gehirns) wurden in wenig Ather gelést und 
28 ml Wasser (Tritiumkonzentration 8,45 mc/Mol, nach Zusatz der HgCl,-Lésung) 
zugesetzt. Dann wurde mit einem Magnetriihrer kraftig geriihrt und der “Ather i im 

Stickstoffstrom abgedampft. 

Nach 10 Min. gab man zu der feinen Emulsion 8.m/ einer 5-proz. HgCl,- 
Lésung hinzu (etwa 0,2-m; pu 4). Die Spaltung erfolgte bei Zimmertemperatur 
unter dauerndem Riihren. Nach 2 Stdn. wurde eine kleine Menge Antifoam B 
(Dow Corning) zugegeben und sofort mit der Wasserdampfdestillation begonnen. 
Diese erfolgte aus einem Claisenkolben iiber einen absteigenden Kihler in ein 
wassergefiilltes, eisgekiihltes, etwa 60 cm langes Saugrohr, in dem ein unten offenes, 
engeres Rohr stand. Der obere Teil dieses Rohres war mit 5 bis 7 ml Petrolather 
gefiillt, in dem der iiberdestillierte Aldehyd aufgefangen wurde, wthecna das Wasser 
im Rohr absank und dann durch den seitlichen Ansatz des auBeren Rohres abfloB. 
Vor Beginn der Destillation wurde durch das Steigrohr des Wasserdampfgenerators 
Stickstoff eingeleitet. Diese Anordnung schiitzte den Aldehyd vor Oxydation und 
lieB die Extraktion des hochradioaktiven Wassers vermeiden. Die Apparatur war 
gut gekihlt und mit einem einfachen Druckausgleich versehen, der das Ent- 
weichen von tritiumhaltigem Wasserdampf verhinderte. Nach 2,5 Stdn. wurde die 
Destillation abgebrochen, die Petrolaitherschicht abpipettiert, ttber Na,SO, ge- 
trocknet und im Stickstoff-Strom verdunstet. Der dlige Riickstand erstarrte beim 
Abkiihlen auf 5° zu einer charakteristisch riechenden weiBen Paste und gab mit 
der 30-fachen Menge Semicarbazidreagens sofort einen kristallinen Niederschlag. 
Nach 12 Stdn. wurde das iiberschiissige Reagens abzentrifugiert, der Niederschlag 
mit Wasser mehrmals gewaschen und 4mal aus absol. Methanol umkristallisiert. 
Nach der zweiten Kristallisation war der Schmelzpunkt konstant. Die Kristalle 
wurden bei 789 im Vak. 3 Stdn. getrocknet. Ausb. 16,40 mg, Schmp. 107—107,7°. 
Bestimmung der Radioaktivitét: 1,0 mg:7290 dpm; 1,0 mg:7980 dpm. Selbst- 
absorption: 10%. 

b) Bestimmung des H-Austausches im freien Aldehyd bei saurer 
Reaktion: Es muBte untersucht werden, ob bei diesen Bedingungen, bei saurer 
Reaktion und hohen Temperaturen, durch Enolbildung des Aldehyds ein Austausch 
des «-H-Atoms gegen Tritium stattfindet; ein derartiger Austausch wiirde die Aus- 
wertung der Ergebnisse unméglich machen. 

Freies Plasmal wurde in der oben beschriebenen Weise dargestellt, in 28 ml 
Tritiumwasser emulgiert und 8 ml 5-proz. HgCl,-Lésung zugegeben. Nach 2 Stdn. 
wurde die Wasserdampfdestillation begonnen und nach 2,5 Stdn. beendet. Bereitung 
des Derivates und die Kristallisation erfolgten in der angegebenen Weise. Trock- 
nung der Kristalle im Vak. Ausb. 10,94 mg; Schmp. 107—107,5°. Bestimmung 
der Aktivitat: 1 mg:1900 dpm; 1 mg:2100 dpm. Selbstabsorption: 10%. 


2 R. Feulgen u. H. Rosenbeck, diese Z. 135, 230 [1924]. 
13 Stephen, J. chem. Soc. [London] 127 [1876]. 
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Hauptversuche 


a) Darstellung des markierten Aldehyds durch Destillation bei 
neutraler Reaktion: Da unter diesen Bedingungen, im sauren Milieu, ein be- 
trachtlicher Austausch von «—H des freien Aldehyds gegen Tritium stattfand, 
wurde die Spaltung in einer verdiinnten HgCl,-Lésung (pq 5—6) in 30 Min. durch- 
gefiihrt und dann durch Zugeben von 0,2-m. Phosphatpuffer (px 7,0) unterbrochen. 
Die neutrale Lésung wurde trotz der zu erwartenden geringeren Ausbeute nur 
20 Min. lang einer Wasserdampfdestillation unterworfen. Dieses Vorgehen war auf 
die Uberlegung, daB die Enolbildung am‘ Neutralpunkt minimal sein miisse, 
begriindet. 

600 mg Kephalin wurden in 2 Mol Wasser (8,45 mc/Mol) emulgiert und nach 
10 Min. 100 y HgCl, in 0,1 m/ Wasser zugesetzt, pu 6; 10-5-m.HgCl,. Die Spal- 
tung wurde nach 30 Min. durch Zugabe von 0,1 ml eines 0,2-m. Phosphat- 
puffers, py 7,0, beendet. Nach Hinzugeben einer kleinen Menge Antifaom B wurde 
sofort die Wasserdampfdestillation begonnen und die nach 20 Min. iibergegangene 
Menge Aldehyd in das Derivat iibergefiihrt. Nach vier Kristallisationen und Trock- 
nung der Substanz im Vak. bei 78° konnten 3,95 mg Semicarbazon gewonnen 
werden. Schmp. 107—107,5°. Bestimmung der Radioaktivitat: 1,01 mg: 6520 dpm; 
2,160 mg: 12600 dpm. Selbstabsorption 10%. 

b) Bestimmung des H-Austauschesim freien Aldehyd beineutraler 
Reaktion: Freies Plasmal wurde in der eben beschriebenen Weise dargestellt und 
zur VergréBerung der Ausbeute 1 Stde. lang destilliert. Die Petrolitherlésung der 
Aldehyde wurde in Tritiumwasser (8,45 mc/Mol) 10 Min. lang emulgiert und dann 
100 y HgCl, zugegeben (pH 5,3). Nach 30 Min. wurde mit 0,1 m/ Phosphatpuffer 
neutralisiert und die Emulsion 20 Min. mit Wasserdampf destilliert. Das 4mal 
kristallisierte Derivat der Aldehyde schmolz bei 107—107,5° (3 Stdn. im Vak. bei 
78°). Ausb. 11,0 mg. Bestimmung der Radioaktivitaét: 0,765 mg: 0dpm; 1,395 mg; 
0 dpm. Selbstabsorption 10%. 

Damit ist bewiesen, daB das Plasmal am Neutralpunkt stabil ist. Die Auf- 
nahme von Tritium kann deshalb nur wahrend der Spaltung des Plasmalogens 
stattgefunden haben. Eine 100-proz. Inkorporierung von Tritium ist nicht zu 
erwarten, da das Verhaltnis von Ky® zu Ky® (K = Reaktionskonstante) nicht 
gleich 1, sondern zugunsten des Wasserstoffs verschoben ist. Dieser Isotopeneffekt 
kann nur annahernd berechnet werden. Die im Experiment gefundene Inkorporation 
von 23,3% (ber. fiir Palmital) bzw. 24,6% (ber. fiir Stearal) liegt in der GréBen- 
ordnung des berechneten Effektes. 


Zusammenstellung der Ergebnisse. 








Plasmalogen- Destil- Tritiuminkorporation 
spaltung lation 
F : mce/Mol me/Mol 
Min.| m. HgCl,| pu |Min.| po | H,O | Semicarkaz.*| °%o 
9 
Kephalin . . | 30] 10-5 | 5,8] 20/ 7,0] 4,22 | 2 984 | 328 
Plasmal . . .| 30] 10-5 |5,3| 20/7,0| 4,225 | “49 ; 
9 
Kephalin . .| 120| etwa 0,2] 4,0] 150] 4,0] 4,225 | B14 | a’4 
Plasmal . . .| 120] etwa 0,2 4,0] 150] 4,0] 4,225 | 2 ral | 23. 


























* Berechnung fiir A: Palmitalsemicarbazon, Mol.-Gew. 307,5 
B: Stearalsemicarbazon, Mol.-Gew. 339,5 
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Spaltung von Athyl-vinyl-ather durch HgCl,: 200 mg Athyl-vinyl- 
ather wurden in 2 Mol Wasser gelést und 100 y HgCl, zugesetzt (pH 5,1). Nach 30 Min. 
roch die Lésung stark nach Acetaldehyd; sie wurde mit 5 ml Chloroform extrahiert, 
die CHCI,-Lésung mit Na,SO, getrocknet und dann ein IR-Spektrum aufgenommen. 
Es trat eine starke Bande bei 5,8 u auf. Die gleiche Bande wurde nicht beobachtet, 
wenn die Athyl-vinyl-ather-Lésung mit HCl auf ein py von 5,0 eingestellt worden 
war. 


Diskussion 


Die quecksilberkatalytische Spaltung von Plasmalogen (Kephalin- 
fraktion der Gehirnphospholipoide) in Tritiumwasser und anschlieBende 
Wasserdampfdestillation der Aldehyde bei neutraler Reaktion fiihrte 
zu einem Produkt, das 23°, der stdchiometrisch errechneten Menge 
Tritium aufnahm. Auf Grund des Isotopeneffektes ist nicht mit einer 
100-proz. Tritiuminkorporation zu rechnen. Die erhaltenen Werte 
k6énnen somit als beweisend fiir die Enolaitherstruktur der Aldehyde im 
Plasmalogen angesehen werden. Wahrend bei der Destillation der ab- 
gespaltenen Aldehyde aus saurem Medium in Gegenwart von Hg*® ein 
betrachtlicher Austausch von a-H-Atomen des Aldehyds gegen T® 
stattfand, war der aus einer mit Phosphatpuffer neutralisierten Emulsion 
destillierte Aldehyd stabil. Rapport! konnte von den Ergebnissen der 
Bromierung des Lysophosphatidal-athanolamins mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit auf die Enolatherstruktur der Aldehyde im Plasmalogen 
schlieBen. In dieser Arbeit wurde eine Methode beschrieben, die am 
nativen Produkt den Nachweis fiir die Enolatherstruktur des Plasma- 
logens erbringt. Umlagerungen, die wahrend der Darstellung der Lyso- 
verbindung eintreten kénnten, sind somit ausgeschlossen. 

Ich danke Herrn Professor Dr. K. Bloch, da8 er mir die Durchfiihrung der 
Versuche in seinem Institut erméglichte, und fiir die rege Anteilnahme, die er am 
Fortschritt dieser Arbeit genommen hat. Herrn Professor Dr. G. Schmidt in 
Tufts Medical School méchte ich besonders fiir das in dieser Arbeit gebrauchte 


Kephalin danken. Die Deutsche Forschungsgemeinschaft stellte ein Aus- 
lands-Ausbildungsstipendium zur Verfiigung. 


Zusammenfassung 


Durch Spaltung von nativem Plasmalogen in Tritiumwasser wird 
ein markiertes Plasmal erhalten, was als beweisend fiir die Enolather- 
struktur der Aldehyde im Plasmalogen angesehen wird. 


Summary 


A labeled plasmal has been obtained by cleavage of native plas- 
malogen in tritium water. This is regarded as evidence for the enol-ether 
structure of the aldehyde in plasmalogen. 
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Uber die depilierende Wirkung des Haarfettes 
Von 
Giinter Henseke und Richard Neina£ 
Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Universitit Greifswald 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. September 1957) 


Seitdem bei Arbeitern der Chloropren-Industrie ein reversibler Haar- 
ausfall beobachtet wurde!-5, haben zahlreiche chemische Verbindungen, 
die am Versuchstier depilierende Wirkung zeigten, besondere Beachtung 
gefunden®—8, Histologische Untersuchungen an den ausgefallenen Haaren 
und an der tierischen Haut wiesen darauf hin, daB zwischen den zumeist 
ungesattigten chemischen Agenzien und der Keratinbildung Zusammen- 
hinge bestehen. Als Ursache der depilierenden Wirkung wurde eine 
Inaktivierung der Sulfhydrylgruppen des Gewebes angenommen, zumal 
die im Tierversuch erzielte Wirkung auch in vitro eine gewisse Abhangig- 
keit von der Konzentration der Testsubstanzen zeigte®!®1!, 


Da zahlreiche synthetische Verbindungen toxische Eigenschaften aufwiesen, 
wurden von einigen Autoren natiirliche Polymere des Isoprens wie Vitamin A, 
Squalen, Carotinoide (Lycopin, Zeaxanthin, Xantophyll) am Versuchstier mit Er- 
folg erprobt®*. Bemerkenswerterweise erwies sich Vitamin A in vivo als wirksam, 
obwohl in vitro keine BeeinfluBung von Sulfhydrylverbindungen zu erkennen war. 
Vergleichende Untersuchungen am Menschen verliefen dagegen in allen Fillen 
negativ. 

. Da die Ursache der Alopezie beim Menschen wohl in den Exkreten der Kopf? 
haut zu suchen ist, ist die Zusammensetzung des menschlichen Hautfettes wieder- 
holt untersucht worden??, 


1 A. Nystrém, Acta med. scand. 182, Suppl. 249, 4 [1948]. 

2 W. L. Ritter u. A.S. Carter, J. indust. Hyg. Toxicol. 30, 192 [1948]. 

3 P. Flesch u. S. B. Goldstone, J. Invest. Dermatol. 18, 267 [1952]. 

4 G. Polemann, Dermatologica [Basel] Sep. Vol. 108, Nr. 2, 98 [1954]. 

5 W. F. v. Oettingen, W. C. Hueper, W. Deichmann-Gruebler u. 
F. H. Wiley, J. indust. Hyg. Toxicol. 18, 240 [1936]; W. H. Carothers, I. Wil- 
liams, A. M. Collins u. J. F. Kirky, J. Amer. chem. Soc. 58, 4203 [1931]. 

6 B. L. Baker, Ann. N. Y. Acad. Sci. 58, 690 [1951]. 

7 W. L. Whitaker u. B. L. Baker, J. Invest. Dermatol. 17, 69 [1951]. 

8 A. Enders u. A. Moench, Arzneimittelforsch. 2, 587 [1952]. 

9M. Hunt, zit. P. Flesch u. S. B. Goldstone, J. Invest. Dermatol. 18, 
267 [1952]. 

10 P. Flesch u. E. Kun, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 74, 249 [1950]. 

11 Ingelore Schenz, Dissertat. Greifswald 1955, Universitéts Hautklinik. 

12 R, M. B. MacKenna, V. R. Wheatley u. A. Wormall, Biochem. J. 48, 
Proc. XX XVIII [1951]; G.N. Festenstein u. R. A. Morton, Biochem. J. 48, 
Proc. XXXIX [1951]; Fette u. Seifen 1958, 128; G. N. Festenstein u. 
R. A. Morton, Biochem. J. 52, 168 [1952]; R. M. B. MacKenna, V. R. Wheat- 
ley u. A. Wormall, Biochem. J. 52, 161 [1952]; F. W. Hougen, Biochem. J. 59, 
302 [1955]; A.W. Weitkamp, A.M.Smiljanic u. St. Rothman, J. Amer. 
chem. Soc. 69, 1936 [1947]. 
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Obwohl die Hautexkrete der verschiedensten Kérperpartien analysiert wurden, 
konnten nur geringfiigige Unterschiede in der chemischen Zusammensetzung fest- 
gestellt werden. Im wesentlichen wurden freie und gebundene Fettsiuren ge- 
sittigter und ungesittigter Art, gesittigte und ungesittigte Fettalkohole, Chole- 
sterin, Kohlenwasserstoffe und Squalen aufgefunden. Es wurde ferner darauf hin- 
gewiesen, daB die Siéiurezahl nach der Pubertiit ansteigt, jedoch bei Mannern und 
Frauen in prik‘isch gleichem MiBe. Aus dieser Tatsache schlossen die Autoren!!6, 
daB zwischen dem Ansteigen der Siurezahl und den Sexualhormonen ein Zusam- 
menhang bestehen kénnte. Desgleichen steigt der Squalengehalt bei Mannern und 
Frauen mit dem Alter betrachtlich an’, wihrend die Menge des Cholesterins bei 
Erwachsenen erheblich geringer ist als bei Kindern. 

Da eine ausgepragte Alopezie zumeist mit einer verstiirkten Tatigkeit der 
Talgdriisen einhergeht, erwartete man eine andersartige Zusammensetzung der 
Hautexkrete bei Personen, die unter Haarausfall litten!®. Die experimentellen Er- 
gebnisse lieBen keine Unterschiede der unverseifbaren Bestandteile erkennen. 
Lediglich der Anteil an veresterten Siiuren schien bei Kahlképfigen gréBer zu sein. 

Das Vorkommen von Squalen im Haarfett veranlaBte Flesch und Gold- 
stone’, diese Exkrete der menschlichen Kopfhaut auf ihre depilierende Wirkung 
am Versuchstier zu untersuchen. 

Das Haarfett bewirkte Haarausfall und zeigte in vitro eine Inaktivierung 
der Sulfhydrylgruppen!?. Kontrollversuche mit Mineralél und handelsiiblichem 
Lanolin verliefen erfolglos. Die Autoren kamen jedoch zu dem SchluB, daB der 
Squalengehalt des Haarfettes mit Sicherheit nicht fiir die depilierende Wirkung 
verantwortlich zu machen ist, da Haarfett sich als wesentlich wirksamer erwies 
als reines Squalen. In der Konzentration, in der letzteres im menschlichen Haar- 
fett vorkommt, erzeugt es am Versuchstier iiberhaupt keinen Haarausfall mehr. 


Trotz der zweifellos vorhandenen depilierenden Wirkung des mensch- 
lichen Haarfettes und zahlreicher Arbeiten iiber die Zusammensetzung 
dieser Hautexkrete ist unseres Wissens bisher nicht versucht worden, 
die depilierend wirkenden Stoffe rein darzustellen. Wir haben uns des- 
halb die Aufgabe gestellt, diese Substanzen durch chemische Auf- 
bereitung des Haarfettes zu isolieren*. 

Als Ausgangsmaterial dienten die Haarabfille der Friseurgeschifte. 
Durch das verstindnisvolle Entgegenkommen einiger Friseurmeister 
waren wir in der Lage, Haarabfalle getrennt nach Geschlecht und Alters- 


13 H. Lincke, Arch. Dermatol. Syphilology 194, 436 [1952]. 

14 N. Nicolaides u. St. Rothman, J. Invest. Dermatol. 19, 389 [1952]; 
H. Sobel, ebenda 18, 333 [1949]. 

15 R. E. Bloom, S. Woods u. N. Nicolaides, J. Invest. Dermatol. 24, 97 
[1955]; P. G. Unna u. L. Golodetz, Biochem. Z. 20, 469 [1909]; 25, 425 [1910]; 
I. S. Hodgen-Jones, R. M. B. MacKenna u. V. R. Wheatley, Brit. J. Derma- 
tol. 5, 246 [1953]. 

16 J.B. Hamilton, Ann. N. Y. Acad. Sci. 53, 708 [1951]; B. L. Baker, 
ebenda 58, 690 [1951]. 

17 Vgl. auch R. J. Barrnett, J. nat. Cancer Inst. 18, 905 [1953]; R. J. 
Barrnett u. A. M. Seligman, ebenda 14, 769 [1954]; R. J. Barrnett u. A. M. 
Seligman, Science [Washington] 116, 323 [1952]; M. L. Anson, J. gen. Physiol. 
24, 399 [1941]; M. E. Mirsky, ebenda 24, 709 [1941]; H.S. Bennet u. D. A. 
Yphantis, J. Amer. chem. Soc. 70, 3522 [1948]. 

* Die vorliegende Arbeit wurde auf Anregung von Doz. Dr. H. Langhof, 
Oberarzt an der Klinik fiir Haut- und Geschlechtskrankheiten der Universitat 
Greifswald, durchgefiihrt, nachdem in der genannten Klinik Haarextrakte und 
Linacidinpraparate versuchsweise zur Behandlung der Mikrosporie und un- 
erwiinschten Haarwuchses herangezogen wurden. 
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stufen zu untersuchen. Um ein Ablecken oder Abkratzen der Verbin- 
dungen zu verhindern, wurden die Versuchstiere nach Moglichkeit ein- 
zeln gehalten und grundsatzlich die Hautpartie im Nacken behandelt. 
Da mit einer Verfailschung der Versuchsergebnisse durch Lésungs- 
mitteleffekte zu rechnen war, haben wir zunichst die zur Extraktion 
der Haare verwendeten Substanzen getestet. Sie wurden in reiner Form 

den Miusen zweimal taglich aufgetropft: 
Benzol bewirkte nach 18—20 Tagen einen totalen Haarverlust an der 


behandelten Stelle. 
Chloroform und Aceton hatten am 26. Behandlungstag eine véllige De- 


pilation zur Folge. 
Gasolin und Petrolither lieBen nach 14 Tagen einen schwachen Haar- 
ausfall erkennen, wihrend Petroleum schon nach 11 Tagen kraftig 


wirksam war. 
Essigester und Ather hingegen blieben nach 30 Behandlungen wirkungslos. 

Hoher siedende Lésungsmittel erwiesen sich als unzweckmaBig, weil 
das Rohfett zur restlosen Entfernung der Extraktionsflissigkeit auf 
relativ hohe Temperaturen erhitzt werden mu8, wobei Dunkelfarbung 
eintritt. Wir haben nach einigen Vorversuchen Aceton benutzt, da sich 
zeigte, daB die Art des Lésungsmittels auf die Wirksamkeit des Haar- 
fettes ohne Einflu8 blieb. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigt Tab. 1. 

Tab. 1 148t erkennen, daB die Wirkung des Haarfettes trotz des 
verschiedenartigen Ursprungs praktisch gleich ist. Die geringfiigigen Ab- 
weichungen sind als biologische Streuung zu werten. In diesem Zu- 
sammenhang sei besonders darauf hingewiesen, da es zur Erzielung 
vergleichbarer Versuchsergebnisse notwendig ist, den Tieren die Test- 
substanzen unmittelbar auf die Haut zu bringen. Bei Verwendung von 
Haarrohfett gelingt das ohne Schwierigkeiten. Dagegen fiihrt das Auf- 
tragen von Fraktionen festerer Konsistenz haufig nur zu einem Ver- 
kleben der Haare, besonders bei Kaninchen. 

Tab. 1 zeigt weiter, da8 weiBe Miuse und weife Kaninchen die 
geeigneten Versuchstiere sind. Bei Meerschweinchen erfolgt der Haar- 
ausfall erst nach langerer Einwirkung und selten so vollstandig. Be- 
sonders augenfallig ist die Tatsache, daB bei gescheckten Meerschwein- 
chen die helleren Haarpartien schneller ausfallen. Die Haare wurden 
biischelweiBe mit der Wurzel ausgestoBen. Die Haut der Tiere war 
vollig glatt und erschien unverindert. Die Wiederbehaarung deutete 
sich schon nach 12—14 Tagen durch einen leichten Flaum an, und eine 
Woche spiter war die enthaarte Stelle nicht mehr vom unbehandelten 
Fell zu unterscheiden. Wurde aber dieselbe Stelle durch erneute Be- 
handlung mehrmals enthaart, so blieb das Fell dort struppig und un- 
ansehnlich. Histologische und histochemische Untersuchungen wurden 
nicht ausgefiihrt. 

Um erste Hinweise auf die Art der fiir die Enthharung verantwort- 
lichen Substanzen zu erhalten, wurde zum Nachweis ungesiattigter Ver- 
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Tab. 1. Wirkung des Haarfettes verschiedener Personengruppen 
auf den tierischen Haarwuchs. 





Mannerhaare ab 18 Jahre 


bei Mausen 



















































































S ieetithiel Zahl der totaler Beginn des 
a Behandlungen Haarausfall | Haarwuchses 
NG qi ereds te es 6 nach 7 Tagen | 14 Tagen 
NCES RS pes Seger Sees ee 4 nach 5 Tagen 11 Tagen 
S70 eee aera se 6 nach 6 Tagen 16 Tagen 
| bei Meerschweinchen 
a ee | 12 | nach 1] Tagen | 14 Tagen 
Frauenhaare ab 18 Jahre | bei Maiusen 
ES ea ae a aks 5 nach 6 Tagen 14 Tagen 
LACE 10 Che iise Snape arate ae ebay 5 nach 7 Tagen 9 Tagen 
eine Maus bekam Ausschlag 
BERL Sige ole ee ee 6 nach 7 Tagen | 14 Tagen 
| bei Meerschweinchen 
Re eae oe! nk es 13 nach 11 Tagen 14 Tagen 
schwach 
Kinderhaare bis 12 Jahre | bei Maiusen 
CS 8 es 5 nach 6 Tagen 1] Tagen 
LACE OOS IS BSS 8 ser 6 nach 6 Tagen 1] Tagen 
120) aE eee ena A 6 nach 7 Tagen 10 Tagen 
| bei Meerschweinchen 
12) A ee mS rar 12 nach 11 Tagen 12 Tagen 


schwach 










Ferner wurden noch nach Alter sorgfiltig ausgewaihlte Haare von Kindern von 
8—12 Jahren und von Burschen von 14—18 Jahren mit Aceton extrahiert: 












































Zah] der totaler Beginn des 
Behandlungen Haarausfall | Haarwuchses 
| bei Mausen 
8—12 Jahre ....... 4 nach 6 Tagen 12 Tagen 
14-18 Jahre ....... 4 nach 6 Tagen 11 Tagen 
| bei Kaninchen 
8—l12 Jahre ....... 5 nach 7 Tagen 17 Tagen 
14-18 Jahre ....... 5 nach 7 Tagen 16 Tagen 
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bindungen im Haarfett eine Jodzahlbestimmung nach Kaufmann!§ 
durchgefiihrt, deren Mittelwert 35 erreicht. Ein nennenswerter Unter- 
schied der Jodzahl des Haarfettes von Mannern, Frauen und Kindern 
war nicht festzustellen. 

Da von verschiedenen Autoren!® ungesattigte Verbindungen als 
wirksames Agens bezeichnet wurden, haben wir das Rohfett hydriert. 
Der Jodverbrauch und die Wasserstoffaufnahme stimmen befriedigend 
iiberein. Nach der Aufarbeitung erwiesen sich solche Hyarierungspro- 
dukte als ebenso wirksam wie unbehandeltes Rohfett. 

Aus dem bei der Verseifung in Natronlauge unldslichen Anteil 
konnte durch wiederholtes Umfallen aus Aceton eine farblose kristalli- 
sierte Substanz erhalten werden, die bei 56—59° schmolz. Die Probe 
auf Doppelbindungen fiel negativ aus. Die Elementaranalyse (C 84,27; 
H 15,89; Summe: 100,16%) deutete auf gesattigte Kohlenwasserstoffe 
hin (Frakt. I). Aus den natronalkalischen waBrigen Ausziigen schieden 
sich bei der Neutralisation mit verd. Salzsiure die freien Fettsiuren 
ab (Frakt. Il), die wir papierchromatographisch trennten. Wegen der 
Wasserunléslichkeit der h6heren Carbonsiuren benutzten wir acetyliertes 
Papier nach der Methode von Micheel und Mitarbeitern®®. Die Chro- 
matogrsmme lieBen erkennen, daB Palmitinsiure am haufigsten im 
Haarfett vertreten ist, es folgen Stearin- und Myristinsdéure. Die von an- 
deren Autoren?! aufgefundenen homologen Verbindungen haben wir nach 
dieser Methode nicht nachweisen kénnen. Im Mausetest erwies sich die 
unverseifbare Frakt.I als die wirksainere. Zur weiteren Reinigung 
wurde sie bei 4 Torr destilliert. Bis 170° ging eine farblose Substanz 
iiber, die, aus Aceton umkristallisiert, bei 55—57° schmolz. Die Ele- 
mentaranalyse ergab: 


C 85,02 H 14,71 Summe: 99,73% 


Die Fraktion von 170—180° war sehr klein und schmolz nach dem Um- 
kristallisieren aus Aceton ebenfalls bei 56—57,5°. Im Tierversuch zeigten 
beide Destillate starke Aktivitaét. Um den Einflu8 von Lésungsmitteln 
auszuschalten, wurden.die kristallisierten Paraffine geschmolzen und 
die Schmelze vor dem Erstarren den Tieren einmal auf die Haut ge- 


18 H. P. Kaufmann, Studien auf dem Fettgebiet, Verlag Chemie, Berlin 
1935, S.23; siehe auch K. H. Buuer u. H. Moll, Die Organische Analyse, Akademi- 
sche Verlagsgesellschaft Geest u. Portig K.G., Leipzig 1954, S. 16. 

19 Vgl. 1. c. 3, sowie P. Flesch u. S. B. Goldstone, Science [Washington] 
118, 126 [1951]. 

20 F,. Micheel u. H. Schweppe, Angew. Chem. 66, 136 [1954]; F. Micheel 
u. P. Albers, private Mitteilung. Vgl. auch H. F. Lieskens, Papierchromato- 
graphie i. d. Botanik, Springer-Verlag, Heidelberg 1955, S. 94. 

Wiahrend eines Sivdienaufenthaltes am Institut fiir Organische Chemie an 
der Universitit Miinster (Westfalen) konnte sich der eine von uns (R. N.) in die 
Methode der Papierciuromatographie an acetylierten Papieren einarbeiten. Wir 
danken Herrn Prof. Micheel fiir dieses Entgegenkommen. 

21 A.W. Weitkamp, A. M.Smiljanic u. St. Rothman, J. Amer. chem. 
Soc. 69, 1936 [1947 }. 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 310 9 














130 Ginter Henseke und Richard NeinaB, Bd. 310 (1958) 


rieben. Die Enthaarung trat bei Mausen nach 3 Tagen, in Einzelfallen 
bei besonders sorgfaltigem Auftragen sogar schon nach 24 Stdn. voll- 
standig ein. , 

Uber die enthaarende Wirkung einiger reiner Fettsdéuren und Alko- 
hole, die zur Kontrolle herangezogen wurden, unterrichtet Tab. 2. 


Tab. 2. Enthaarende Wirkung reiner Fettsiuren und Alkohole an Mausen. 








Verbindung Zahl der Behandlungen Beginn des Haarausfalls 
Palmitinsiure . . . 3 nach 4 Tagen (nicht vollst.) 
Olsiure. ..... 6 nach 8 Tagen 
Linolsiure ... . 6 nach 9 Tagen 
Cetylalkohol. . . . 5 nach 4 Tagen (leichter Ansatz 


kein weiteres Fortschreiten ) 


DaB sich Palmitinsaéure als die wirksamste Verbindung erwies, ist 
zweifellos auf ihre Paraffinahnlichkeit zuriickzufihren. 

Bei der papierchromatographischen Priifung auf Steroide an acety- 
liertem Papier lieB sich nur Cholesterin mit Sicherheit nachweisen. Ein 
schwacher Fleck mit etwas groéBerem Ry-Wert konnte nicht identifiziert 
werden, da diese Stoffklasse an acetyliertem Papier bisher nicht ge- 
niigend untersucht wurde. Méglicherweise handelt es sich um ein Oxy- 
dationsprodukt des Cholesterins, zumal die rotviolette Farbreaktion mit 
konz. Schwefelséure, die auf Zusatz von Eisen(III)-chlorid nach Griin 
umschlagt, darauf hinweist??. Sexualhormone wurden nicht aufgefunden. 

Da die Untersuchungen die Kohlenwasserstoffe des Haarfettes als 
besonders wirksames Depilationsmittel erkennen lieBen, priiften wir 
auch handelsiibliches Paraffin und Petroleum bei Mausen und Kaninchen 
auf ihre enthaarende Wirkung. Das Handelsparaffin, durch wiederholtes 
Umkristallisieren aus Aceton gereinigt, schmolz bei 56°. Die Elementar- 
analyse vor und nach der Reinigung ergab gleiche Werte: 

vor: C 85,36 H 14,60 Summe: 99,96% 
nach: C€ 85,36 H 14,61 Summe: 99,97% 

Die mit der Schmelze dieses Paraffins behandelten Mause hatten 
schon am nachsten Morgen die ersten Anzeichen eines Haarausfalls und 
waren am zweiten Tage an den behandelten Stellen vollig kahl. Um 
thermische Effekte durch das auf 49—50° erwirmte Paraffin auszuschal- 
ten, haben wir das aus Haaren isolierte und das Handelsparaffin mit 
Paraffin6l (Paraffinum liquidum, DAB 6) zu einer bei 35—37° gut 
streichfihigen Paste angeteigt. Uberraschenderweise setzte bei Miausen 
erst nach 8maliger Applikation eine zégernde Depilation ein. Noch deut- 
licher zeigten sich die Unterschiede an weiBen Kaninchen. Hier konnte 
mit Mischungen von Hartparaffin und Paraffin6l selbst nach 14 Appli- 
kationen kein Erfolg erzielt werden, wahrend geschmolzenes Hartparaffin 

22 C. Liebermann, Ber. dtsch. chem. Ges. 41, 252 [1908]; J. Lifschiitz. 
ebenda, 18, 1804 [1885]. 
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nach 3 Tagen zur Enthaarung fiihrte. Reines Paraffinum liquiduin blieb 
bei Mausen nach 11 maligem Auftragen iiber 15 Tage ohne Erfolg und 
fiihrte nur zu einem Verkleben der Haare. Selbst auf 50—55° erwarmtes 
Paraffin6l erwies sich am Versuchstier als wirkungslos. Verwendete man 
dagegen die iiber 200° siedenden Fraktionen des Petroleums, so beob- 
achtete man nach 8 Applikationen vom 11. Tage ab Haarausfall. Ahn- 
lich verhielt sich eine 7-proz. Lésung von Paraffin in Petrolather. Im 
letzten Falle konnte man allerdings beobachten, da das Paraffin in 
diinnen Schuppen von der Haut der Tiere abblattert bzw. im Fell 
haften blieb. 
Diskussion 

Der Befund, daB die unverseifbaren Anteile des Haarfettes, ins- 
besondere die gesattigten Paraffinkohlenwasserstoffe, bei geeignetenVer- 
suchstieren reversiblen Haarausfall bewirken, steht zunachst im Wider- 
spruch zu zahlreichen Beobachtungen*!®*), wonach zwischen depi- 
lierend wirkenden ungesiattigten Verbindungen und der normalen Kera- 
tinbildung in der Epidermis Zusammenhinge bestehen. Bei Paraffinen 
ist eine Wechselwirkung mit den Sulfhydrylgruppen des Gewebes im 
Sinne eines Redoxvorganges ausgeschlossen. Unseres Wissens ist bisher 
iiber Ursprung und biochemische Aufgabe der gesattigten Kohlenwasser- 
stoffe im Haarfett nichts bekannt. Man darf annehmen, daB die von 
uns isolierten Paraffine Gemische verschiedener Kohlenwasserstoffe der 
Kettenlinge C,,—C,, darstellen?*. Es ist allerdings unwahrscheinlich. 
daB der Organismus direkt solche langkettigen Kohlenwasserstoffe pro- 
duziert. Vielmehr ist anzunehmen, da diese Verbindungen sekundiar 
aus geeigneten Vorstufen gebildet werden. Legt man eine Kettenlinge 
von Cy, zugrunde, wie sie in der Tat aus Analysenergebnissen der hoch- 
gereinigten Paraffinanteile des Haarfettes errechnet werden kann, so 
liegt es nahe, Squalen als Vorstufe des Paraffins anzusehen. Bekanntlich 
1aBt sich Squalen ohne Schwierigkeiten zum gesattigten Kohlenwasser- 
stoff Cy5H,, hydrieren**, dessen Schmelzpunkt allerdings bei 65—70° 
liegt. Demnach wire Squalen als Wasserstoffacceptor bei der Cystin- 
bildung im Sinne der Arbeiten von Barrnett und Seligman anzu- 
sehen!?, Die hier entwickelten hypothetischen Vorstellungen bediirfen 
indessen der Nachpriifung durch chemische und biochemische Unter- 
suchungen. 

Eine weitere Moglichkeit zur Bildung gesattigter Paraffine besteht 
in der Abspaltung von CO, aus Fettsiuren. Da Decarboxylierungsreak- 
tionen nicht spontan ablaufen, miiBten entsprechende Fermentsysteme 
vorhanden sein. Dariiber ist aber bisher nichts bekannt. AuBerdem sind 
im Haarfett nur Fettsiuren bis zu einer Kettenlinge von C,, auf- 
gefunden. Allerdings kennt man Staphylokokkenstaimme, die auf fett- 


23 Vgl. hierzu auch N. Nicolaides u. St. Rothman, J. Invest. Dermatol. 
21, 9 [1953]. Nach massenspektroskopischen Untersuchungen dieser Autoren soll 
es sich sogar um Kohlenwasserstoffgemische der Kettenlange C,, bis Cy) handeln. 
24M. Tsujimoto, Chem. Zbl. 1918 I, 638. 
Q* 
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siurehaltigen Nahrbéden kultiviert werden kénnen und erst dann ein- 
gehen, wenn die Aciditaét einen gewissen Wert iiberschreitet?®. Diese 
Bakterien findet man besonders haufig in denHaaren, wo sie antrocknen 
und lange lebensfihig bleiben?*. Sie wirken stark reduzierend, so da8 
man z. B. bei Zusatz von Schwefelpuder zu der Nahrlésung Schwefel- 
wasserstoff nachweisen kann. Durch fettverseifende Fermente wird eine 
Spaltung der Glyceride bis zu einem px-Wert erreicht, der den Bak- 
terien gerade noch ein Weiterleben gestattet. 

Im Lichte dieser Betrachtungen werden die Befunde von Nico- 
laides und Rothman* verstandlich, die bei lange gelagerten Haaren 
eine groéBere Menge freier Fettsiuren fanden, wihrend die Zahl der 
gebundenen im entsprechenden Verhialtnis geringer war. Auf Grund der 
reduzierenden Eigenschaften dieser Bakterien kann auch eineReduktion 
der Fettalkohole in Erwagung gezogen werden, deren Kettenlinge bis 
zu Cy, recht gut mit analytischen Daten der untersuchten Paraffine 
iibereinstimmt. Um diesen Fragenkomplex zu kliren, wire der Nachweis 
zu erbringen, ob frisches und steril gewonnenes Haarfett bereits freie 
langkettige Fettsdéuren enthalt. 

Die depilierende Wirkung der Paraffinanteile des Haarfettes und 
ahnlich schmelzender Fraktionen technischer Produkte wird durch die 
obigen Betrachtungen nicht beriihrt. Da chemische Umsetzungen zwi- 
schen dem Paraffin und den Bestandteilen der Haut ausgeschlossen sind, 
bleiben fiir die Deutung der unmittelbaren Wirkung dieser Kohlen- 
wasserstoffe nur physikalische Vorginge iibrig. 

Nach Weitzel, Fretzdorff und Heller?’ wird die Perspiratio 
insensibilis der Haut durch filmbildende Substanzen in Abhangigkeit 
von der chemischen Konstitution dieser Verbindungen verschieden stark 
gehemmt. Als besonders wirksam erwiesen sich auch hier gesiattigte 
Kohlenwasserstoffe. Die von den Verfassern aufgezeigten Zusammen- 
hange zwischen Kettenlinge und Filmbildungsvermégen bzw. zwischen 
Schmelzpunkt und Abdeckungseffekt zeigen Parallelen zu der depi- 
lierenden Wirkung der von uns untersuchten Verbindungen. So kann 
auch die Beobachtung erklirt werden, dai feste, wirksame Paraffin- 
fraktionen im Gemisch mit Paraffindlen keine Wirkung mehr entfalten. 
In diesem Zusammenhang sei die Tatsache erwihnt, daB Mause, denen 
Kollodium, in Ather gelést, einmal auf die Haut getropft wurde, nach 
Ablésung der Kollodiumhautchen an dieser Stelle véllig enthaart sind. 

Ob Zusammenhiange zwischen der depilierenden Wirkung der Haut- 
exkrete am Versuchstier und der Alopezie beim Menschen bestehen, ist 
fraglich. Das Versagen beim Menschen fiihren Flesch und Mitarbeiter* 


25 W. Kolle-H. Hetsch, Experimentelle Bakteriologie und Infektionskrank- 
heiten, S. 210; Urban & Schwarzenberg, Berlin u. Wien 1942. 

26 W. Kolle-A. v. Wassermann, Handbuch der pathologischen Mikro- 
organismen, 2. Aufl., Bd. IV, S. 358; Gustav Fischer, Jena 1912. 
27 G. Weitzel, A. M. Fretzdorff u. S. Heller, diese Z. 801, 17, 26 [1955]. 
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und Baker® auf die relativ dicke Epidermis mit den tiefliegenden 
Follikeln und langen Haarbialgen zuriick. Es bleibt aber zu klaren, ob 
solche Paraffinschichten iiber lingere Zeiten hinaus nicht auch beim 
Menschen ihre Wirkung entfalten. Damit tritt die landlaufige Meinung, 
da das Tragen dichtschlieBender Kopfbedeckungen den Haarausfall 
begiinstigt, in ein neues Licht. 


Offensichtlich haben Frauen weit weniger unter der Alopezie zu 
leiden als Manner. Der unterschiedliche Haarverlust bei den Geschlech- 
tern wird auf einen EinfluB der Sexualhormone zuriickgefihrt®*® **, 
zumal feststeht, daB vor der Pubertaét Kastrierte und Eunuchen unter 
keiner Seborrhoe oder Akne zu leiden haben?®. Diese Krankheiten, die 
stets mit einer Talgdriisenhyperplasie verbunden sind, treten aber dann 
auf, wenn diese Personen mit Testosteron behandelt werden. 


Es bleibt Aufgabe weiterer Untersuchungen, die Hautexkrete aus- 
gesuchter Personenkreise zu priifen. Unter Umstanden k6énnen gering- 
fiigige Abanderungen in der Struktur einzelner Substanzen im Sinne 
der Weitzelschen Auffassung eine Auflockerung der Paraffinfilme be- 
wirken, so daB die abdeckenden Eigenschaften nicht mehr voll in Er- 
scheinung treten. Weitere Arbeiten zur Untersuchung der Struktur des 
Paraffinanteils im Haarfett werden durchgefihrt. 


Beschreibung der Versuche 


Die in Papiersicken langere Zeit aufbewahrten Haarabfille wurden auf weit- 
maschigen Sieben vom grébsten Stubenkehricht befreit und in groBen GlasgefaiBen 
unter Aceton einige Tage bei Raumtemperatur unter hiufigem Durcharbeiten auf- 
bewahrt. Die von den Haaren befreite Lésung wurde mit Aktivkohle geschiittelt 
und filtriert. Bei der folgenden Destillation der klaren gelben Lésung unter 70° 
blieb das zum Husten reizende Haarfett als weiche, gelbgefiirbte Masse zuriick. 
Aus 1 kg Haaren lieBen sich durchschnittlich 50 g Rohfett gewinnen. Der qualita- 
tive Nachweis auf Halogen, Schwefel und Stickstoff verlief negativ. Dagegen 
wurde eine Lésung von Brom in Chloroform rasch entfarbt. Der reizende Geruch 
des Fettes ist auf Amylalkohol zuriickzufiihren. Letzterer stammt offenbar aus 
Haarpflegemitteln. 


a) Jodzahlbestimmurg nach Kaufmann!®. Es wurden zwei Blindproben 
ausgefiihrt. Die eine wurde am Anfang, die andere gegen Ende der eigentlichen 


Bestimmung titriert. 
Gef. Jodzahl 35 


Hydrierung: Je 3g Haarfett wurden in Chloroform oder Eisessiglésung 
mehrere Tage mit frisch bereitetem Raney-Nickel bei 50° unter geringem Uber- 
druck in einer Wasserstoffatmosphire geschiittelt. Die Wasserstoffaufnahme 
erfolgte nur z6gernd und betrug nach 3 Tagen maximal 95 ml. Verbrauch an 
Wasserstoff: ber. aus der Jodzahl 2,78 mg, ber. aus der Hydrierung 2,67 mg. 


Verseifung: Auch nach mehrstiindigem Kochen des Rohfesttes mit verd. 
Natronlauge blieb ein Teil ungelést. Das Unverseifbare wurde mit Ather auf- 
genommen, die dither. Ausziige mit gegliihtem Natriumsulfat getrocknet und 


So 
— 
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28 St. Rothman, Physiology and Biochemistry of the Skin; The University 
of Chicago Press 1954, S. 289. 
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das Lésungsmittel abdestilliert (Frakt. 1). Aus der wiBrigen natronalkalischen 
Phase setzte man die Fettsiuren mit Salzsiure in Freiheit und schittelte sic 
mit Ather aus (Frakt. II). 

Die im Tierversuch sehr wirksame Frakt. | wurde in siedendem Aceton gelést., 
woraus sie sich beim Abkihlen in farblosen Flocken abschied. Schmp. unscharf 
zwischen 48—56°. Zur weiteren Reinigung kochte man die Substanz erneut mit 
verd. Natronlauge aus. Der durch Ausschiitteln mit Ather erhaltene Riickstand 
kristallisierte aus Aceton in farblosen Schuppen vom Schmp. 56—59° (im Tier- 
versuch sehr wirksam). 

Gef. C 84,27 H 15,89 Summe: 100,16 


Die Substanz entfarbte keine Bromlésung und ist in Wasser, Laugen und Sauren 
unloslich. 

Aus der Acetonlésung konnte noch nach Entfernen des Lésungsmittels im 
Wasserstrahlpumpenvakuum mit der Olpumpe eine farblose Fliissigkeit bei 35 —43° 
abdestilliert werden. Nach dem Kochen mit Calciumoxyd destillierte die Fliissigkeit 
bei Normaldruck bei 131—133° ab. Die Substanz wurde als Amylalkohol identi- 
fiziert. 

Trennung der Carbonsauren (Frakt. Il): Wegen der Wasserunléslichkeit 
der héheren Carbonsauren gelingt die papierchromatographische Trennung nur an 
hydrophobem Papier. Indessen fiihrten Versuche an aluminisiertem* und silikoni- 
siertem*! Papier nicht zum Erfolg. Da sich die Hydrophobierung des Papiers mit 
Petroleum nach Wagner, Albisch und Bernhard*® ebenfalls nicht bewahrte, 
haben wir acetyliertes Papier herangezogen**. Fiir die meisten Verbindungen hat 
sich ein Acetylgehalt von 20—25°, als giinstig erwiesen. Unter diesen Bedingungen 
sind die Rp-Werte gleicher Substanzen praktisch gleichzusetzen, so da der Ver- 
esterungsgrad nicht genau bestimmt zu werden braucht. Bei den aus dem Erz- 
gebirge stammenden Papieren WF'I traten bei héheren Acetylierungsgraden 
Schwierigkeiten auf. Das Papier verlor bei 24—25°% Acetylgehalt seine Struktur 
und damit seine gleichmaBige Saugfahigkeit. Vermutlich ist das auf die Verarbeitung 
kiirzerer Fasern und auf einen geringeren Reinheitsgrad zuriickzufiihren. Wir ver- 
wendeten deshalb Papiere mit einem Acetylgehalt von 18—22%. 

Die abgetrennten Fettsiuren (Frakt. IT) wurden in Ather mit Diazomethan 
verestert und nach Micheel und Schweppe”? in die Hydroxamsiuren iibergefiihrt. 
Nach dem Abfiltrieren vom Ungelésten verdiinnte man die Lésung mit Methanol 
auf etwa 3%, bezogen auf die eingewogenen Fettsiuren und trug 4 mm® dieser 
Hydroxamsiaurenlésung auf. Nach Bespriihen mit FeCl,-Lésung erschienen die 
Hydroxamsauren als rotbraune Flecke. 

Papierchromatographische Trennung der Fettsiuren: Whatman 
Nr. 1 Papier, 19°, Acetyl, Laufzeit 8 Stdn. bei 22°. 


a) Lésungsmittelgemisch: Essigester : Dioxan : Wasser (20: 45 : 46) 
b) Lésungsmittelgemisch: Essigester : Tetrahydrofuran : Wasser (6 : 35 : 47). 


Die Auswertung der Chromatogramme ergab, dafi Palmitinsiure mengenmabBig 
an erster Stelle steht, es folgen Stearin- und Myristinsiure. Die Anteile der iibrigen 
Homologen sind offenbar zu gering, als daB sie mit FeCl, am acetylierten Papier 
sichtbar gemacht werden kénnten. Tragt man gréBere Mengen an Hydroxamsauren 
auf, so wird die Konzentration der drei genannten Sauren zu groB und die Trennung 
infolge von Streifenbildung nicht vollstandig. 


30 A, Holasek, Angew. Chem. 66, 330 [1954]; A. Holaseku. K. Winsauer, 
Mh. Chem. 85, 798 [1954]. 

31 F, Markwardt, Arch. Pharmaz., Ber. dtsch. pharm. Ges. 288/60 Nr. 2, 
82 [1955]. 

82H. Wagner, L. Albisch u. K. Bernhard, Helv. chim. Acta 38, 1536 
[1955]. 

33 Dtsch. Reichs-Pat. 184201; Chem. Zbl. 1907 II, 365; vgl. 1. ¢.2% 
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Trennung des Unverseifbaren (Frakt. I): Bei der Verseifung des Roh- 
fettes schied sich nach lingerem Stehenlassen ein Niederschlag ab, der aus Paraffin, 
verunreinigt mit fettsauren Salzen bestand. Eine Priifung dieses Niederschlages 
auf Steroide verlief negativ. Das angesauerte Filtrat wurde mit Ather ausgeschiittelt, 
die Lésungsmittel abgedampft und der Riickstand papierchromatographisch auf 
Steroide untersucht?°. 

Die Trennung erfolgte an acetyliertem Papier, Whatman Nr. 1, mit Essigester : 
Tetrahydrofuran : Wasser (6: 35: 47) als Lésungsmittelgemisch und durch nach- 
folgendes Besprithen mit 10-proz. Phosphormolybdansaiure in absol. Alkohol. 
Cholesterin konnte gut nachgewiesen werden. Ein zweiter Fleck, dessen Hy-Wert 
zwischen denen von Cholesterin und Dehydroandrosteron lag, konnte nicht identi- 
fiziert werden. 

Vakuumdestillation: Da eine Trennung der paraffinhaltigen Fraktion 
durch Umfiallen aus den verschiedensten Lésungsmitteln nicht zum Ziele fiihrte, 
versuchten wir eine Trennung durch Destillation bei 4—5 Torr zu erreichen. Die 
Dichtung der Schliffe erfolgte mit der zu destillierenden Substanz. Bei 170° ging 
eine farblose Fraktion tiber, die nach Umkristallisieren aus Aceton bei 55—57° 
schmolz. 

Die Analyse von C 85,02 H 14,71 Summe: 99,73°% 


entspricht einem Kohlenwasserstoff der Kettenlinge von C,;—C,, (Hexakosan: 
Schmp. 57°). Die Substanz entfiirbte keine Bromlésung und erwies sich im Tier- 
versuch als sehr wirksam. Die Fraktion von 170—180° war klein und schmolz 
nach Umfallen aus Aceton bei 56—57,5°. Der Riickstand begann ab 180° langsam 
zu verkohlen. 

Reinigung des Handelsparaffins: Das feste Handelsparaffin schmolz bei 
etwa 50—55°. Durch wiederholtes Umfillen aus Aceton stieg der Schmp. auf 56°. 
Die Paraffine schieden sich in fettglinzenden Schuppen ab. 

Isolierung des Paraffins aus dem Haarfett ohne Verseifung: Die 
Extraktion des Haarfettes erfolgte wie iiblich mit Aceton (201 Aceton auf 3 kg 
Haare). Die Lésung wurde iiber Glaswolle abgegossen und auf dem Wasserbad auf 
etwa 1 1 eingeengt. Der Riickstand schied iiber Nacht einen voluminésen, schwach 
gelblichen Niederschlag ab, der aus 2 1 Aceton umkristallisiert wurde. Aus der hei 
filtrierten Lésung kristallisierten beim Abkihlen farblose Flocken vom Schmp. 
50—57°, Das Paraffingemisch wurde, wie bereits beschrieben, im Vak. destilliert 
und die einzelnen Fraktionen erneut aus Aceton umkristallisiert. Nach lingerem 
Stehenlassen erhielt man schéne durchsichtige Blittchen vom Schmp. 56°. Die 
Analyse ergab folgende Werte: 


C 85,39 H 14,38 Summe: 99,77%. 
Zusammenfassung 


Die depilierend wirkenden Substanzen menschlichen Hautfettes 
finden sich in dessen unverseifbaren Bestandteilen. Es sind gesattigte 
Kohlenwasserstoffe der Kohlenstoffzahl C,,—C,, von bisher nicht auf- 
geklarter Struktur. Ihre Entstehung 1éB8t sich am besten durch eine 
biochemische Hydrierung des im Haarfett vorkommenden Squalens 
bzw. durch eine Reduktion entsprechender Fettalkohole deuten. 
Die enthaarende Wirkung dieser gesittigten Kohlenwasserstoffe am 
Versuchstier kann durch den abdeckenden Effekt solcher Paraffin- 
schichten und die damit verbundene Stérung der Hautatmung er- 


klart werden. 
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Summary 


Depilating substances are found among the nonsaponifiable frac- 
tions of human skin grease. These substances are saturated hydrocarbons 
of 26 to 30 carbon atoms and hitherto unknown constitution. Their 
biosynthesis can be best explained by a hydrogenation of squalene found 
in hair grease or rather by a reduction of the corresponding fatty alco- 
hols. The hair removing effect of these saturated hydrocarbons on test 
animals may be explained by impeded skin breathing when such a 
paraffinic layer covers the skin. 
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Zur Darstellung des Protoporphyrins 


Von 
A. Hamsik und M. Hofman 


Aus dem I. Institut fiir medizinische Chemie und aus dem Institut fiir gerichtliche Chemie, Toxiko- 
logie und Mikroskopie der Universitit in Prag; Vorstand Prof. Dr. K. K 4cl 


(Der Schrifleitung zugegangen am 19. September 1957) 


Zur Darstellung von Protophorphyrin aus Formylhamin, von dem 
wir vor kurzem ein bequemes Darstellungsverfahren beschrieben haben’, 
wurden verschiedene Methoden gepriift. 


a) Reduktion mit Eisenpulver in Ameisensiure: Um eine teilweise 
Zerstérung des Molekiils zu vermeiden, wurde das von H. Fischer und B. Pitzer? 
stammende Verfahren nach Hamsik® abgedndert, auch weil das Formylhimin 
in konz. Salzsiure leichter léslich ist als Chlorhimin, mit welchem Fischer und 
Piitzer gearbeitet haben: 100 ccm 95-proz. Ameisensiure werden mit 1 g Eisen- 
pulver auf dem Wasserbad erwirmt; 1 g evt. umkristallisiertes Formylhamin wird 
portionsweise eingetragen und das Gemisch weiter erwairmt, bis alles Formy]- 
himin in Lésung gegangen ist, was auf dem Wasserbad 25—30 Min., auf freier 
Flamme 15 Min. dauert. Das Filtrat wird mit Natriumacetatlésung gefiallt, der 
Niederschlag wird abfiltriert, gewaschen und getrocknet. Ausb. 0,65 g rohes Proto- 
porphyrin (65% des Ausgangsmaterials). 

Wie der eine von uns‘ betont hatte, mu auf beliebige Weise dargestelltes 
rohes Protoporphyrin immer von Nebenprodukten befreit werden, was am besten 
durch Kristallisation aus Pyridin-Wasser? méglich ist. Auf diese Weise werden 
04g krist. Protoporphyrin (40°, des Ausgangsmaterials) in rhomboedrischen, 
parallel ausléschenden Plattchen erhalten. Nach der Eiseneinfithrung nach Fischer 
und Pitzer? liefert dieses Protoporphyrin die «-Modifikation des Chlorhimins. 

b) Wahrend die Anwendung von mit Kupfersulfatlésung aktiviertem Zinn- 
pulver keine befriedigende Porphyrinbildung ergibt, erhilt man mit Antimon- 
pulver bessere Ausbeuten, gute durch Behandlung des Formylhaimins mit Ameisen- 
siure und Platinschwarz. 

c) Die Reduktion mit Aluminiumpulver in Ameisensiure verliuft so 
energisch, daB die Lésung nicht violettrot, sondern rasch gelb wird. Aluminium 
ist daher ungeeignet. 

d) Die Reduktion mit Zinn(II)-chlorid und Salzsiure® ist weniger zu 
empfehlen, da bei dieser Methode ein Teil des gebildeten Chlorhimins ungelést 
bleibt, wodurch die Ausbeute an Protoporphyrin vermindert wird. Entgegen der 
Behauptung von Grinstein®, daB nach dieser Methode dargestelltes rohes Proto- 
porphyrin nicht direkt, sondern erst nach Uberfihren in Methylester kristallisiert, 
kénnen wir in Ubereinstimmung mit Richter’ feststellen, daB dieses Protopor- 
phyrin direkt ohne Uberfiihren in den Methylester kristallisiert. 


A. Hamsik u. M. Hofman, diese Z. 305, 143 [1956]. 
H. Fischer u. B. Piitzer, diese Z. 154, 39 [1926]. 
A. Hamsik, Mitt. tschech. Acad. Wiss. 1940. 
A. Hamsik, diese Z. 196, 195 [1931]. 
A. Hamsik, diese Z. 180, 308 [1929]. 
M. Grinstein, J. biol. Chemistry 167, 515 [1947]. 
A, F. Richter, diese Z. 190, 31 [1930]. 
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e) Reduktion mit Natriumhypophosphit*: 1 g Formylhimin, 2 ¢ 
Natriumhypophosphit werden mit 100 ccm 95-proz. Ameisensdure 30 Min. oder 
mit 10g Oxalsiure und 100 ccm 95-proz. Ameisensiure 20 Min. gekocht. Das 
Filtrat wird mit Natriumacetatlésung versetzt, der Niederschlag abfiltriert, ge- 
waschen und getrocknet. Ausb. 0,65 g rohes, 0,4 g aus Pyridin-Wasser? umkrist. 
Protoporphyrin. Erst das zum zweitenmal aus Pyridin-Chloroform umkrist. Prapa- 
rat ist eisenfrei. 

Diese Methode kann am meisten empfohlen werden. Ebensogut kann Proto- 
porphyrin auch analog aus Hypophosphitohimin® erhalten werden. 

f) Nach einer anderen Methode, die wir nicht nachgepriift haben, wird Himin 
in waBrig-methanol. Ammoniaklésung mit Hydrazinhydrat reduziert®. Diese 
Methode ist komplizierter und erfordert mehr Arbeitsaufwand als unsere unter e) 
aufgefiihrte Methode, wie wir aus der Beschreibung der Methode von Treils 
schlieBen kénnen. 


el 
Zusammenfassung zi 
r : ; in 

Verschiedene Methoden zur Darstellung des Protoporphyrins wurden : 
se EM : ae : _ * fae 0 
geprift. Ein neues mit Formylhimin, Ameisensiure und Natriumhypo- ei 
phosphit arbeitendes Verfahren wirdempfohlen. . L 
Summary ( 

Several methods for the preparation of protoporphyrin were tested. 

A new procedure is recommended using formylhemin, formic acid, and h 
sodium hyphosphite. : 
° I 
( 
8 A. Hamsik, diese Z. 258, 123 [1938]. . 


9 A. Treibs, diese Z. 286, 11 [1951]. 
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Phenyl-athyl-essigsaure im Fettstoffwechsel 
Von 
Giinther Weitzel, Eckhart Buddecke und Hartlieb Konig 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit GieBen 
(Direktor: Prof Dr. Dr. G. Weitzel) 


Der Schriftleitung zugegangen am 21. September 1957 


Die Hauptmenge des im Organismus enthaltenen Cholesterins ist 
endogener Herkunft; die Leber gilt als das wichtigste cholesterinprodu- 
zierende Organ. Bei medikamentéser Hemmung der Cholesterinsynthese 
in der Leber ist daher zu erwarten, da die Cholesterinversorgung des 
Organismus eine merkliche Minderung erfahrt, welche sich zunachst in 
einer Senkung des Serumcholesterins auspragt. Als Hemmstoffe der 
Leber-Cholesterin-Synthese haben in jiingster Zeit Phenyl-alkyl- 
essigsduren durch die Arbeiten von Cottet, Redel und Mitarbb. 
(s. u.) Interesse gewonnen. 

Schon 1913! wurde Phenyl-ithyl-essigsiure (= «-Phenyl-buttersiure) am 
héheren Tier gepriift: Nach s. c. Injektion von 8 g des Natriumsalzes lieBen sich 
aus dem Harn 3,9 g unverinderte Phenyl-ithyl-essigsiure ,,und 1,3 g eines neu- 
tralen, nicht naher untersuchten Kérpers‘ isolieren. Redel und Cottet? teilten 
1953 mit, daf Phenyl-alkyl-essigsiiuren, zu denen sie durch Vereinfachung des 
Gallenséuremolekiils gelangten, bei Ratten und Hunden choleretisch wirkten und 
das Blutcholesterin herabsetzten. Sie vermuteten, daf derartige 2-fach substi- 
tuierte Essigsiuren als ,,falsche Metaboliten‘‘ die endogene Cholesterinsynthese 
aus Acetat hemmen kénnten. Das Natriumsalz der Phenyl-athyl-essigsiure setzte 
an der Ratte in Dosen von 100 bis 461 mg/kg und Tag das Serumcholesterin um 
6,7 bis 10% herab*. Die beiden optischen Isomeren hatten die gleichen biologischen 
Wirkungen wie die racemische Siure*. Untersuchungen derselben Arbeitsgruppe® 
mit therapeutischer Fragestellung am Menschen bestitigten die im Tierversuch 
heobachtete Senkung des Serumcholesterins durch Phenyl-athyl-essigsiure. Dabei 
war der cholesterinsenkende Effekt um so starker, je héher der Ausgangswert 
lag, ohne daB jedoch subnormale Werte erreicht wurden. Die Verminderung des 
Blutcholesterins lag zwischen 7 und 25% des Ausgangswertes. Weitere klinische 
Versuche® lieBen fiir die Atherosklerose des Menschen kurative Effekte der Pheny|- 
aithyl-essigsiiure erhoffen. 

DaB Phenyl-ithyl-essigsiure in der Tat die Cholesterinsynthese hemmt, 
konnte von Steinberg und Fredrickson’ in Versuchen mit Leberschnitten 
bewiesen werden. Phenyl-ithyl-essigsiure setzte dabei in 10~*-m. Konzentration 
den Einbau von aktivem Acetat in Cholesterin auf etwa die Halfte des Kontroll- 


1 E, Friedmann u. W. Tiirk, Biochem. Z. 55, 432 [1913]. 
2 J. Redel u. J. Cottet, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 286, 553 [1953]. 
3 J. Cottet, J. Redel, C. Krumm-Heller u. M.-E. Tricaud, Bull. Acad. 
nat. Méd. 1958, 441. 
4 J. Redel, J. Cottet, J. Salesse u. M.-E. Tricaud, C. R. hebd. Séances 
Acad. Sci. 248, 926 [1956]. 
5 J. Cottet, A. Mathivat u. J. Redel, Presse méd. 62, 939 [1954]. 
6 J. Cottet u. A. Mathivat, Presse méd. 68, 1005 [1955]. 
7 D. Steinberg u. D. Fredrickson, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 90, 232 [1955]. 
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wertes herab. In hohem Ausmaf wurde auch der Einbau von Acetat in die nicht- 
fliichtigen Fettsiiuren gehemmt, so da die Stérung des Acetatstoffwechsels sowoh| 
die Cholesterin- wie die Fettsiuresynthese zu betreffen scheint. Ahn- 
liche Ergebnisse lieferten «.«’-Diphenyl-buttersiiure und £.f’-Diphenyl-a-iathy!- 
propionsiure, wihrend «.«’-Diphenyl-valeriansiure sogar schon in 10~5-m. Kon- 
zentration wirksam war. Rossi und Sanguinetti® sowie Milhaud und Aubert? 
zeigten kurz darauf, daB durch Phenyl-ithyl-essig- und -propionsiure die enzy- 
matische Acetylierung von Sulfonamiden nicht-kompetitiv gehemmt wird; Er- 
héhung der CoA-Konzentration macht diesen Vorgang riickgingig. Auch Brenz- 
traubensdureoxydase wird durch beide Substanzen gehemmt. Besonders starke 
Hemmwirkungen im Acetylierungstest in vitro und sehr ausgepragte Senkungen 
des Cholesterinblutspiegels ruft die 2-[4-Biphenyl]-buttersiure hervor!®!, 
Wagner-Jauregg” berichtete neuerdings iiber die Priifung einer gréBeren Zahl 
von Hemmstoffen im Acetylierungstest. Daraus geht hervor, daB nicht nur 
a-Phenylfettsiuren, sondern auch eine grofe Zahl weiterer Verbindungen als 
Hemmstoffe von Coenzym A fungieren kénnen. Als wirksamste Inhibitoren er- 
wiesen sich diejenigen, welche zwei Benzolringe und eine saure Gruppe enthalten. 

Neuere Versuche, die Senkung des Blutcholesterins durch Pheny]- 
alkyl-essigsduren fiir die Therapie der Arteriosklerose nutzbar zu machen, 
gehen von der Beobachtung aus, daf sich bei Arteriosklerose haufig, 
wenn auch nicht regelmaBig, erhOhte Serum-Cholesterinwerte finden und 
daB vor allem die atherosklerotischen Lipidansammlungen in den Wanden 
der groBen BlutgefaéBe durch starke Anreicherung von Cholesterin ge- 
kennzeichnet sind. In der vorliegenden Arbeit berichten wir tiiber Unter- 
suchungen, die sich mit dem Verhalten des Natriumsalzes und des Amides 
der Phenyl-athyl-essigsdure im Fettstoffwechsel befassen unter beson- 
derer Beriicksichtigung der Frage, ob Phenyl-athyl-essigsaure im 
Tierexperiment anti-atherosklerotische Wirkungen zeigt. 

Unsere Versuche mit Phenyl-athyl-essigsiure sind nachstehend in 
folgender Weise gegliedert : 

1. Aortenlipide bei Hiihnern 2. Leber- und Serumlipide bei Hithnern 
3. Lipide des Hihner- Eis 4. Leberlipide von Cholinmangel-Ratten 
5. Acetylierungstest in vitro 

Die Abschnitte 1 bis 4 behandeln die Ergebnisse von Fiitterungs- 
versuchen, im Abschnitt 5 werden Hemmversuche mit Coenzym A mit- 
geteilt, wobei zum Vergleich auch Vitamin A gepriift wurde. 





1. Aortenlipide spontan-atherosklerotischer Hiihner 
nach Fitterung von Phenyl-athyl-essigsaure 


Die Fitterungsversuche an Hiihnern, die Praparation der Aorten 
und deren makroskopische Beurteilung sowie die fettchemische Auf- 
arbeitung fiihrten wir in der friiher von uns!* ausfihrlich beschriebenen 


8 C, A. Rossiu. F. Sanguinetti, Giorn. Biochim. 4, 240, 385 [1955]. 
® G. Milhaud u. J.-P. Aubert, Experientia [Basel] 12, 99 [1956]. 
10 G. Annoni, Farmaco [Pavia] 11, 244 [1956]. 
11 §. Garattini, C. Morpurgo u. N. Passerini, Experientia [Basel] 12, 
347 [1956]. 
12 Th. Wagner-Jauregg, Experientia [Basel] 18, 277 [1957]. 
18 G. Weitzel, H. Sch6én, F. Gey u. E. Buddecke, diese Z.304, 247 [1956]. 
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Weise durch. In den Tabellen 1 und 2 sind die Ergebnisse der Fiitterungs- 
versuche mit Phenyl-athyl-essigsiure an dreieinhalb- bzw. zweieinhalb- 
jahrigen Hennen zusammengestellt. Die verabreichte Dosis des Natrium- 
salzes entspricht etwa 250 mg/kg und Tag. Tab. 1 umfaft eine Versuchs- 
gruppe dreieinhalbjahriger Tiere, welche 73 Tage lang behandelt wurden 
und deren Befunde mit einer darunter angegebenen Kontrollgruppe zu 
vergleichen sind. Wahrend der makroskopisch erkennbare Befall der 
Aorten nicht einheitlich ist, sind die Fettmengen in der Aorta bei allen 
vier Tieren auffallend hoch, z. B. betragt der Durchschnittswert fir die 
trockene Aorta 30,4°% Fett gegeniiber 21,1°, bei der Kontrollgruppe. 
Ein ahnliches Bild ergibt sich beim Aortencholesterin: Mit 0,579°, 
Gesamtcholesterin in der frischen bzw. 2,51°% in der trockenen Aorta 
wird die Kontrollgruppe mit 0,412°, bzw. 1,67°, Gesamtcholesterin 
weit iibergchritten. Derartige Steigerungen der Aortenlipide, die mit einer 
Vermehrung des Bindegewebes verbunden zu sein pflegen, miissen zu 
einer Erhéhung der Aortengewichte fiihren. In der Tat sind sowohl die 
Frischgewichte wie auch die Trockengewichte der Aorten erheblich héher 
als bei der Kontrollgruppe. 


Tab. 1. Fiitterung von Phenyl-ithyl-essigsiure an dreieinhalbjihrige Hennen. 
(0,5 g Natriumsalz der Siiure pro Tag und Tier; 73 Versuchstage). 



























































Aorta Lipidfraktionierung der Aorta 
Fettmenge 
cane Lipidfraktionen in °%% des 
Ti Trok- 2 
ag — ken —— in % de Aorten Aorten 
Nr. , y : V9 Ges Ges n- en- 
gew. gew (Punkte | in% des Trok- Fesamtfottes frischgew. trockengew. 
Ti Frisch- 
as Aig ken- Cholesterin Cholesterin Cholesterin 
mg mg i gew. frei Ester frei Ester frei Ester 
/2 434 97,0 5,5 7,0 31,1 6,70 3,48 0,467 0,241 2,08 1,08 
5 367 97,6 0,5 8,3 31,4 7,31 1,64 0,610 0,112 2,30 0,51 
6 360 78,6 6,0 aan 32,7 7,00 1,98 0,500 0,141 2,29 0,65 
10 484 104,1 1,0 5,7 26,4 3,42 0,87 0,195 0,050 0,90 0,23 
Mitte: | 411 | 943 | 3,2 7,0 | 30,4 | 611 | 1,99 | 0,443 | 0,136 | 1,39 | 0,62 
Mittel ; 
der 298 71,3 2,4 4,6 21,1 5,59 1,94 0,297 0,115 1,19 0,48 
Kontrollgruppe 





Der in Tab. 2 zusammengestellte Fiitterungsversuch an zweieinhalb- 
jahrigen Hennen lieferte gleichsinnige Ergebnisse; der Schweregrad der 
Atherosklerose ist bei diesen jiingeren Hennen naturgemaB schwacher 
ausgepriagt als bei den alteren Tieren der Tab. 1. Die Phenyl-athyl-essig- 
sdure-Gruppe (Tab. 2) zeigt im Vergleich zur Kontrolle jedoch wiederum 
Steigerung der Gewichte der frischen und trockenen Aorten, Erhéhung 
des auBerlich sichtbaren Aortenbefalls und deutliche Zunahme des 
Aortencholesterins. Im Gegensatz zu diesen 2 bis 3 Monate dauernden 
Fiitterungsversuchen folgt aus einem hier nicht im einzelnen aufgefiihrten 
Kurzversuch mit 10-tagiger Verabreichung von Phenyl-athyl-essig- 
siure an zweieinhalbjahrige Hennen der gleichen Art, daB in diesem 
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Zeitraum die fettchemische Zusammensetzung der Aorten noch nicht 
verandert wird. Es bestand véllige Ubereinstimmung mit der Kontroll- 
gruppe. 


Tab. 2. Fiitterung von Phenyl-iathyl-essigsiure an zweieinhalbjihrige Hennen 
(0,5 g Natriumsalz der Siure pro Tag und Tier; 79 Versuchstage). 








Aorta Lipidfraktionierung der Aorta 





Fettmenge 


Befall in Aorta Lipidfraktionen in % des 





Tier- eo 
Frisch-| jen. |(Punkte] in% des} Gesamtfettes Aorten- Aorten- 
pro in % des ” : 
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0,114 1,60 0,65 





Mittel 
der 1 313 60,0 . 0,8 4,0 21,0 
Kontrollgruppe 


547 1,62 0,217 0,068 1,13 0,3 











Mittel 





der | 251 49,0 0,0 3,2 16,2 sa | 1,07 | ose 0,035 0.80 0,1 
i.2 


























k-Gruppe 


Aus den Tabellen | und 2 geht somit hervor, da weder an alteren 
noch an jiingeren Hiihnern eine anti-atherosklerotische Wirkung der 
Phenyl-athyl-essigséure erkennbar ist. Aortengewichte und Lipidanaly- 
sen, zum Teil auch der atheromatoése Befall, vor allem aber die Zunahme 
des Cholesterins in der Aortenwand sprechen sogar fiir eine Verstérkung 
der Atherosklerose unter der Behandlung. Eine kurative Wirkung der 
Phenyl-athyl-essigséure in der Aorta ist sicherlich nicht vorhanden. 

Im Vergleich damit konnten wir im Parallelversuch an einer Hihner- 
gruppe desselben Kollektivs wiederum die anti-atherosklerotische Wir- 
kung des Vitamins A und besonders der Vitamin-A+ E-Kombina- 
tion nachweisen. Entsprechend unseren Ergebnissen aus den voran- 
gehenden Jahren!*-!® zeigte eine gleichzeitig und unter gleichen Be- 
dingungen wie die Hiihner der Tab. 2 gehaltene Gruppe, die 82 Tage 
lang 8 mg Vitamin-A-palmitat und 40 mg «-Tokopherolacetat pro Tag 
und Tier erhielt, eine deutliche Verminderung des atherosklerotischen 
Befalls. Die Mittelwerte dieser A + E-Gruppe sind zum Vergleich am 
unteren Rande der Tab. 2 angefiihrt. Daraus ergibt sich, daB Frisch- 

4G. Weitzel, LI. Internat. Vitamin-E-KongreB, Venedig, S. 352 [1955]. 

19 G. Weitzel u. E. Buddecke, Klin. Wschr. 34, 1172 [1956]. 

16 G. Weitzel, Bull. Schweiz. Akad. Med. Wiss. 18, 356 [1957]. 
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und Trockengewicht der Aorta, éuBerlich sichtbarer Befall, Gesamtfett- 
gehalt und Cholesteringehalt eine ganz erhebliche Senkung gegeniiber der 
Kontrollgruppe und noch mehr gegeniiber der Phenyl-athyl-essigsiure- 
Gruppe aufweisen. 


2. Leber- und Serumlipide bei Hithnern 


a) Leberlipide: Eine Zusammenstellung der Ergebnisse der Leber- 
analysen findet sich in Tab. 3. Es handelt sich durchweg um zweieinhalb- 
jahrige Hennen, wobei die eine Gruppe 79 Tage (Aortenbefunde s. in 
Tab. 2), die andere 10 Tage Phenyl-athyl-essigsiure erhielt. Die Ergeb- 
nisse sind mit der darunter angegebenen Kontrollgruppe zu vergleichen. 


Tab. 3. Leberlipide zweieinhalbjihriger Hennen nach Phenyl-athyl-essigsiure- 
Fiitterung (0,5 g Natriumsalz pro Tag und Tier). 


























Cholesterin Phosphatide 
Ver- °, Fett in ° i 
Tier- : pe oo in mg/100 g | in ©. des ne 
suchs- hl in der Gesamt- *rischlel 0 © | mg/100 g 
tage a Frischleber fettes Frischleber | (jesamt- Site, 
frei | Ester | frei | Ester | fettes leber 
19 10 5,6 4,6 0,4 253 23 48,2 2,7 
¢ = + 0,73 | + 0,9/+ 0,17] + 32 |+ 10,1] + 10,2 | +0,77 
10 9 5,9 5,3 0,5 | 270 21 23,7 1,3 
s—-+1,6 |41,3/+0,19| + 211/+64] +7,3 0,42 
Kontrollgruppe 
75 10 5,3 5,1 El 268 59 46,3 2,4 
s — + 0,52 |+ 0,56]+ 0,77| + 251+ 44,7; + 2,9 0,36 














Der Fettgehalt der Frischleber ist bei allen drei Gruppen praktisch 
derselbe und zeigt bei den EHinzeltieren eine bemerkenswert geringe 
Schwankung. Auch der Gehalt der Leber an freiem Cholesterin laBt 
keine Beeinflussung durch die verabreichte Substanz erkennen. Dagegen 
sind die Cholesterinester in beiden Gruppen nach Phenyl-athyl-essig- 
siurebehandlung auf weniger als die Halfte vermindert. Die 
Standardabweichung des Estercholesterins ist dabei relativ gering, d. h. 
auch die Einzelwerte weisen durchweg niedriges Niveau auf, unabhangig 
von der stark unterschiedlichen Versuchsdauer der beiden Gruppen. Das 
istercholesterin der Kontrollgruppe mit einem arithmetischen 
Mittelwert von 59 mg/100 g Frischleber zeigt dagegen die sehr hohe 
Standardabweichung von + 44,7. Dieses Verhalten ist fiir das Esterchole- 
sterin von Hiihnerlebern charakteristisch: Die Einzelwerte schwanken 
in weiten Grenzen mit haufiger Tendenz zur Steigerung. Die Einwirkung 
der Phenyl-athyl-essigsiure auf das Estercholesterin scheint, wie aus 
Tab. 3 hervorgeht, in einer Unterbindung tiberhéhter Werte zu bestehen, 
so daB bei allen Tieren ein gleichmaBig niedriges Niveau erreicht wird. 
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Vergleicht man die Leberwerte fiir Estercholesterin mit Hiihner- 
gruppen unserer vorangehenden Versuchsjahre’®, so ergibt sich, daB die 
diesmalige Kontrollgruppe (Tab. 3) mit 59 mg pro 100 g Frischleber den 
unbehandelten Gruppen von 1955 mit 51 bzw. 65 mg sowie von 1954 
mit 56 mg sehr ahnlich ist. Demgegeniiber treten fast nie Gruppendurch- 
schnittswerte auf, deren Estercholesterin in der Leber im Mittel bei 
21 bzw. 23 mg pro 100 g Frischleber liegt, wie es bei den Phenyl-athy!- 
essigsiure-Gruppen der Fall ist. Es sei betont, daB wir bei der Verab- 
reichung des anti-atheromatés wirksamen VitaminsA Steigerungen 
des Estercholesterins der Leber nachweisen kénnen. Da die Chole- 
sterinsynthese in der Leber durch Phenyl-iathyl-essigsiure gehemmt 
wird’, ist der Estersturz in den Lebern der beiden Gruppen in Tab. 3 
als direkte Folge der Verabreichung dieser Verbindung zu deuten. 

b) Serumlipide: Aus den eingangs zusammengestellten Literatur- 
angaben geht hervor, daB Phenyl-athyl-essigsiure bei Ratte und Mensch . 
erhdhte Cholesterinblutspiegel zur Norm erniedrigt. Taupitz und ; 
Wietek?’ teilten kiirzlich mit, daB auch bei Hiihnern die Verabreichung 
von Phenyl-athyl-essigsiure waihrend 125-tagiger Beobachtung zu einer 
Verminderung des Gesamtcholesterins im Serum fiihrt. In unserer Ver- 
suchsanordnung erfolgt die Aufarbeitung der Serumlipide am Ende des 
Fitterungsversuchs. Bei drei Versuchsgruppen, welche 73, 79 und 
10 Tage lang das Natriumsalz der Saure in einer Dosis von 250 mg pro 
kg und Tag erhalten hatten, fanden wir Serumlipide normaler Hohe. 
Im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollgruppen zeigten die Pheny!- 
athyl-essigsiure-Gruppen fiir Gesamtfett, Phosphatide, freies und 
Estercholesterin praktisch dieselben Werte. Allerdings sind bereits die 
Serumlipide der Kontrollgruppen mit 762 mg®,, Gesamtfett und 76 mg 
Gesamtcholesterin fiir Hiihner normal, so daB die Einwirkung der ver- 
fiitterten Saure auf tiberhGhte Cholesterinwerte an diesem Tiermaterial 
nicht zu demonstrieren ist. Taupitz und Wietek?’ gingen bei ihren 
Hennen von einem mittleren Cholesterinwert in Héhe von 142 mg °,, 
aus, der im Laufe der Behandlung bis auf 74 mg °, absank. Dieser Wert 
entspricht jedoch etwa demjenigen, den bereits unsere unbehandelte 
Kontrollgruppe (s. 0.) aufwies und der auch dem Bereich unserer drei 
Phenyl-athyl-essigsaure-Gruppen entspricht, welche im Mittel 87, 90 und 
72 mg Gesamtcholesterin im Serum besafen. Wir méchten daher in 
Ubereinstimmung mit den Literaturangaben annehmen, daB Phenyl- 
athyl-essigsiure am Serumchloesterin nur dann Effekte zeigt, wenn der 
Cholesterinspiegel erhoht ist, jedoch nicht, wenn er bereits a priori an 
der unteren Grenze des normalen Bereichs liegt. 


“~~ uae -—- —&$ wT 4 


3. Lipide des Hiihnereis 


Da das Eigelb unter dem EinfluB der Stoffwechsellage des Gesamt- 
huhns gebildet wird, priiften wir, ob die Fiitterung von Phenyl-athyl- 


ag E. Taupitz u. H. Wietek, Die Medizinische 1957, 1066. 
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essigsdure die Lipidfraktionen der Eier, insbesondere deren Cholesterin- 
gehalt beeinfluBt. Wir unterwarfen daher fiinf Eier der Kontrollgruppe 
und vier der Phenyl-athyl-essigsiure-Gruppe der fettchemischen Frak- 
tionierung. Die Ergebnisse beider Gruppen zeigt Tab. 4. Erwartungs- 
gemaB enthielt das WeiBei, welches zum Vergleich ebenfalls aufgearbeitet 
wurde, praktisch keine Lipide, so daB in Tab. 4 nur die Analysenergeb- 
nisse des Eigelbs als Mittelwerte angegeben sind. 


Tab. 4. Lipide des Hithner-Eis. 























% Fett Cholesterin 
7 in der in % des in % der 
Fitterung Trocken- Gesamtfettes Trockensubstanz 
substanz frei Ester frei Ester 
Normalgruppe. . . . 64,1 4,0 0,72 2,6 0,46 
s=+ 1,5] +0,26 + 0,33 + 0,18 + 0,19 
Phenyl-athyl-essigsiure 59,6 4,3 0,37 2,6 0,21 
gruppe*. ..... s=+ 46] +0,27 + 0,19 + 0,17 + 0,098 





* Nach 70-taégiger Fiitterung von 0,5 g des Natriumsalzes pro Tag und Tier. 


Aus Tab. 4 ergibt sich, daB der Fettgehalt in der Trockensubstanz 
des Eigelbs bei beiden Gruppen praktisch der gleiche ist. Auch die Werte 
‘jr das freie Cholesterin stimmen fast genau tiberein. Die Cholesterin- 
ester lieg_1 dagegen bei der Phenyl-athyl-essigsiure-Gruppe erheblich 
niedriger, wobei die Werte fiir die Standardabweichung erkennen lassen, 
daB die Esterverminderung auf weniger als die Halfte des Wertes der 
Kontrollgruppe als echt anzusehen ist. Ahnlich wie in der Leber (Tab. 3) 
scheint somit auch im Eigelb Phenyl-ithyl-essigsaiure eine Senkung des 
Estercholesterins herbeizufiihren. 


4. Leberlipide von Cholinmangel-Ratten 


Da Phenyl-athyl-essigsiure nicht nur die Cholesterinsynthese der 
Leber hemmt, sondern nach Fredrickson und Steinberg’ auch als 
Inhibitor der Bildung langkettiger Fettsiuren fungiert, erhebt sich die 
Frage nach einer etwaigen fettleberverhiitenden Wirkung dieser Substanz. 
Zwar lassen die oben im Abschnitt 2 zusammengestellten Lipidanalysen 
der L-ber keinen abnorm niedrigen Fettgehalt der Phenyl-athyl-essig- 
siure-Gruppen erkennen, jedoch handelte es sich dort um Tiere ohne 
Tendenz zur Leberverfettung, wie aus den vollig normalen Leberfett- 
werten der unbehandelten Kontrollgruppe hervorgeht. Es bestand die 
Méglichkeit, da8 ebenso wie am Serumcholesterin ein Verminderungs- 
effekt der Phenyl-athyl-essigsiure erst bei iiberhOhten Leberfettwerten 
sichtbar wird. 

Wir verfiitterten daher Phenyl-athyl-essigsiure an junge wachsende 
Ratten unter einer Casein-Rohrzucker-Diat, welche durch Mangel an 


Hoy pe-Seylers Zeitschrift f .physiol. Chemie. 310 10 
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Cholin und anderen Methyldonatoren zu starker Leberverfettung fiihrt. 
In friiheren Versuchen konnten wir!® nachweisen, daB die hochgradige 
Leberverfettung unter dieser Cholinmangeldiat auf einer Neubildung 
langkettiger Fettsauren in der Leber beruht. Denn auch dann, wenn 
in der Nahrung keinerlei langkettige Fettsiuren enthalten waren, bildeten 
diese nach kurzer Zeit den Hauptanteil des in der Leber angesammelten 
Fettes. Obwohl Phenyl-athyl-essigsiure kein Methyldonator ist, bestand 
die Moglichkeit, daB die Substanz durch Blockierung der Fettsaure- 
synthese das Entstehen der Fettleber unter der Casein-Rohrzucker- Diat 
verhindern wiirde. 

In Tab. 5 sind die verschiedenen Fiitterungsversuche an Cholin- 
mangel-Ratten zusammengefaBt. Die unbehandelte Kontrollgruppe zeigt 
mit 20,6°% Fett in der Frischleber sehr ausgepragte Leberverfettung. 
die jedoch von den beiden darunter angefiihrten Phenyl-athyl-essigsaure- 
xruppen ebenfalls erreicht wird. Die zu jedem Gruppenwert angegebene 


Tab. 5. Fiitterungsversuche an Cholinmangelratten*. 



















































Cholesterin Phosphatide 
Ver- % Fett 
Tier- de in % des in mg/100 g in 9/ ; Ox 
ahi suchs- in der Gesamtfettes Frischleber = oe oe dena : 
tage Frischleber ; Gesamt- Frisch- 
frei | Ester frei | Ester fettes leber 
Unbehandelte Kontrollgruppe: 
10 | 21 | 20,6 | 0,99 0,7 155 143 | 10,4 | 1,8 
s=+ 8,1 + 0,11|+0,33|+ 29]+ 43 + 3,3. + 0,74, Vv! 
ry 4 
0,4% Phenyl-ithyl-essigsaures Na im Futter: 


7 23 21,3 0,84 LA 167 230 1 
| | s=+ 66 |+0,21]+ 0,45] +4 26 





0,4% Phenyl-iithyl-essigsaures Na im Futter: 





6 20 17,2 1,14 1,0 145 134 16,2 2,1 
s= + 10,7 + 0,27]/+052]+4 19|+ 64 E9568 + 0,39 

0,4% Phenyl-ithyl-essigsiure-amid im Futter: 

6 20 5,7 2,69 0,5 137 25 47,9 2,4 
e=+ 1.8 + 1,32] +0,12] + 16 | + 9,8 + 16,8 + 0,20 








* Sprague-Dawley-Reinzuchtratten. Casein-Rohrzucker-Diit, Versuchsanordnung, Aufarbei- 
tung der Lebern usw. ist 1. c.1* beschrieben. 


Standardabweichung 1aBt die tibliche biologische Schwankungsbreite er- 
kennen. Damit ist bereits gezeigt, da pheny!l-athyl-essigsaures Natrium 
in der hier benutzten Cholinmangelkost die Fettleber nicht verhiiten 
kann. 

Dagegen iiberrascht der vollig normale Fettwert in der Leber der 
unten in Tab.5 angefiihrten Rattengruppe, welche das Amid der 
Phenyl-athyl-essigsiure erhielt. Die Einzelwerte dieser Gruppe liegen 
dicht beisammen, was auch aus der Standardabweichung hervorgeht. 
Dieses abweichende Verhalten des Amids |aBt sich in folgender Weise 


18 G. Weitzel, H. Schén, F.Gey u. U. Roester, diese Z. 308, 184 [1956]. 
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erklaren: Wahrend in den mit phenylathylessigsaurem Natrium gefiitter- 
ten Gruppen alle Tiere in der Versuchszeit an Gewicht zunahmen, trat 
bei den mit dem Amid gefiitterten Tieren wihrend der 3-wéchigen Ver- 
suchszeit eine Gewichtsabnahme von durchschnittlich 10 g ein. (Mitt- 
leres Antangsgewicht = 82 g, Endgewicht = 72 g). Die schon lange be- 
kannte narkotische Wirkung des Phenyl-athyl-acetamids machte sich an 
den 'Tieren sehr deutlich bemerkbar. Sie schliefen fast durchweg und 
nahmen nur wenig Nahrung auf. Die scheinbare lipotrope Wirkung ist 
deshalb sicherlich als Hungereffekt zu erklaéren. Denn bekanntlich tritt 
trotz alipotroper Kost eine Fettleber bei jungen wachsenden Tieren nicht 
auf, wenn das Koérpergewicht der Tiere abnimmt (Starvationeffekt). 

In derartigen, durch Casein-Rohrzucker-Diat hervorgerufenen Fett- 
lebern findet man regelmaBig eine Steigerung des Estercholesterins, deren 
AusmaB bei den einzelnen Tieren schwankt. Dies geht auch aus Tab. 5 
hervor, denn die unbehandelte Kontrollgruppe besitzt 143 mg Ester- 
cholesterin in 100g Frischleber mit der Standardabweichung + 43. 
Vergleicht man damit die beiden darunter angefiihrten Gruppen, welche 
das Natriumsalz erhielten, so ergibt sich, daB teils héhere, teils ebenso 
hohe Werte fiir das Estercholesterin der Leber vorliegen wie bei der 
Kontrollgruype. Phenyl-athyl-essigsiure ist also nicht in der Lage, die 
mit der ¥ettleber einhergehende Steigerung des Estercholesterins zu 
verhindern. Gegensatzlich verhalt sich wiederum das Amid: Mit 25 mg 
Estercholesti , ;*: in 100 g Frischleber und einer relativ geringen Standard- 
abweichung ,-+ 9,8) liegt ein véllig normaler Befund vor. Dieser diirfte 
sich wieder daraus erklaren, daB aus den oben erwaéhnten Griinden eine 
Fettleber hier nicht auftrat und damit auch eine Steigerung des Ester- 
cholesterins unterblieb. 

ZusammengefaBt la4Bt sich somit aus unseren Versuchen an Cholin- 
mangel-Ratten eine fettleberverhiitende Wirkung der Phenyl-athyl-essig- 
siure nicht erkennen. 


5. Acetylierungstest in vitro 


Nach Kaplan und Lipmann!® 148t sich die Wirksamkeit von 
Coenzym A in vitro durch die Acetylierung eines geeigneten Sulfonamides 
messen. Man bedient sich eines Taubenleberextraktes, der mit kauf- 
lichem Coenzym A, Sulfanilamid und einem Puffergemisch zusammen- 
gebracht wird. Wir benutzten die von Handschumacher”® angegebene 
verbesserte Methode, wobei die Acetylierung von p-Aminoazobenzol be- 
stimmt wird. Fiigt man dem Ansatz Hemmstoffe hinzu, so wird die 
Acetylierung des Sulfonamids vermindert oder ganz aufgehoben. Als 
derartige Hemmstoffe im Acetylierungstest sind Phenyl-athyl-essig- und 
-propionsaure bereits nachgewiesen worden ® *. Wir priiften im Acetylie- 


19 N. Kaplan u. F. Lipmann, J. biol. Chemistry 174, 37 [1948]. 
20 R. Handschumacher, G. Mueller u. F. Strong, J. biol. Chemistry 
189, 335 [1951]. 
10* 
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rungstest Phenyl-aithyl-essigsiure als Natriumsalz und alsAmid 
und fanden ebenfalls eine deutliche Hemmwirkung (s. Abbildung). Bei 
einem molaren Verhaltnis von Acetat : Phenyl-iathyl-essigsiure = 1: | 
und einer Konzentration von 2 x 10-?-m. Phenyl-athyl-essigsiure er- 
folgte eine 50-proz. Hemmung des Coenzyms A. Im Kompetitionsversuch 
gegentiber Acetat erwies sich iibereinstimmend mit den Angaben von 
Milhaud und Aubert® das Verhalten der Phenyl-athyl-essigsiure als 
nicht-kompetitiv. Wie aus Abb. 1 hervorgeht, ist die Hemmung des 
Coenzyms A durch das Amid ebenso stark wie durch die freie Saure. 
Aus Griinden des Vergleiches war es erwiinscht, Vitamin A, dessen 
anti-atherosklerotische Wirkung an der GefiBwand von uns !%-!® auf- 
gefunden wurde, ebenfalls im Acetylierungstest zu priifen. Unter den 











40 f einfluB von Na-Phenyl-ithyl-essigsiure (Punkte) 
N\ und Phenyl-ithyl-essigsiure-amid (Dreiecke) auf 
\ den p-Amino-azobenzol-Acetylierungstest. — Ordi- 
2 nate: y AAB acetyliert; Abszisse: negativer deka- 
4 discher Logarithmus der molaren Endkonzen- 
tration der Inhibitoren im Ansatz (p;-Werte)*. 
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6 4 2 


* Ansatz: 0,08 ml 0,05-m. Trispuffer, 0,2 mi ,,Puffermischung‘' (10 ml 0,2-m. Natrium- 
citrat, 2,5 ml 1,0-m. Natriumacetat, 280 mg Dinatrium-ATP-4H,0, p, auf 7,0 justiert, Wasser ad 


20 ml), 20 y Coenzym A Pabst, 0,25 ml gealterter Taubenleberextrakt, Inhibifujen in der oben an- 
gegebenen molaren Endkonzentration im Ansatz, py, ~ 7,0, Wasser ad 1,03 ml. 65 y p-Amino- 


azobenzol in 0,1 ml 60-proz. Alkohol, Inkubation 30 Min. bei 37°. 


gleichen Versuchsbedingungen setzten wir daher Vitamin-A-Alkohol und 
Vitamin-A-Séiure in einem Bereich molarer Endkonzentration von 
10-2 bis 10-7 ein. Die beiden hydrophoben Verbindungen muBten unter 
Zusatz geringer Tweenmengen in Lésung gebracht werden. Leerversuche 
mit entsprechenden Tweenlésungen ergaben keine Beeintrachtigung der 
Reaktionsgeschwindigkeit. Es zeigte sich, dag weder Vitamin-A-Alkohol 
noch Vitamin-A-Saéure die Acetylierung von p-Amino-azobenzol durch 
Coenzym A hemmt. 


Diskussion der Ergebnisse 


Gliedert man unsere vorstehend mitgeteilten Befunde in der Reihen- 
folge Leber, Serum, Aorta, so ergibt sich fiir den Leberstoffwech- 
sel, da der Gesamtfettgehalt der Hiihnerlebern nach Verabreichung 
von Phenyl-iathyl-essigsiure keine Verminderung zeigt. Damit stimmt 
iiberein, daB wir auch an Cholinmangel-Ratten keinerlei fettleberver- 
hiitende Wirkung der Phenyl-iathyl-essigsiure feststellen konnten. Die 
Vermutung, Phenyl-athyl-essigsiure kénne durch Blockierung der Fett- 
siuresynthese den Fettgehalt der normalen oder pathologisch verfetteten 
Leber herabsetzen, bestiatigt sich somit nicht. 

Das freie Lebercholesterin wird in unseren Versuchen nicht beeinfluBt ; 
diese, der Menge nach gréBere Cholesterinfraktion blieb in allen Ver- 
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suchen mit Phenyl-athyl-essigsiure unverindert. Dagegen kénnen wir 
am Ganztier eine Senkung des Estercholesterins der Leber nachweisen, 
welche sich vor allem im Wegfall einzelner iiberhéhter Werte auBert und 
dadurch ein gleichmaBig niedriges Gruppen-Niveau des Estercholesterins 
herbeifiihrt. Auch bei der Aufarbeitung des Eigelbs konnten wir, ahn- 
lich wie in der Leber, eine Herabsetzung des Estercholesterins wihrend 
der Behandlung mit Phenyl-athyl-essigsiure feststellen, ein Befund, der 
einen zusiatzlichen extrahepatischen Angriffspunkt der Substanz ver- 
muten laéBt. Gestiitzt auf die Befunde von Steinberg und Fredrickson’ 
an Leberschnitten ist daher anzunehmen, daf sich ein etwaiger Hemm- 
effekt in der Leber beim Ganztier héchstens in einer verminderten Bildung 
von Estercholesterin auswirkt. 


Die Serumlipide unserer Versuchshiihner wiesen zu Versuchsende 
normale Gesamtfett- und Cholesterinwerte auf. Da die Kontrollgruppe 
ebenfalls keine erhéhten Werte zeigte, war ein etwaiger cholesterin- 
senkender Effekt der Phenyl-ithyl-essigsiure nicht direkt zu beweisen. 
ErfahrungsgemaB hatten aber bei unseren verschiedenen, mit der Saiure 
behandelten Gruppen gelegentlich erhéhte Serumcholesterinwerte auf- 
treten miissen, ein bei alteren Hiihnern nicht seltenes Ereignis. Da dies 
unter Phenyl-athyl-essigsiure nicht der Fall war, kann man indirekt 
doch annehmen, daB die Substanz etwaige Steigerungen des Serum- 
cholesterins ve~hindert hat, wobei an eine Beteiligung der Leber als 
wichtigste Bildungsstaétte des Serumcholesterins zu denken ist. 


Die Frage, ob Phenyl-aithyl-essigsiure anti-atheroskleroti- 
sche Wirkung besitzt, ist nur aus der Untersuchung der Aorta selbst 
zu beantworten. Hier ergibt sich aus unseren Versuchen eindeutig, dab 
Phenyl-athyl-essigsiure nicht befahigt ist, kurative Wirkungen an der 
atherosklerotischen Aorta zu entfalten. Der éuBerlich sichtbare atheroma- 
tise Befall sowie der Gesamtfettgehalt der Aortenwand werden nicht 
vermindert. Der Cholesteringehalt der Aorta als zuverlissiger Indikator 
fiir den Schweregrad der Atherosklerose wird durch Phenyl-athyl-essig- 
siure nicht herabgesetzt. Unsere Versuche sprechen tibereinstimmend 
sogar fir eine Zunahme des Aortencholesterins unter der Be- 
handlung, — ein bisher unbekannter und beachtenswerter Effekt einer 
Substanz, die erwiesenermaBen als Hemmstoff der Cholesterinsynthese 
fungiert. 

Bei der Beurteilung der Anderung des Schweregrades atherosklero- 
tischer Lasionen als Folge der Verabreichung von Wirkstoffen ist es 
erforderlich, nur Hithnergruppen desselben Alters, derselben Rasse und 
identischer Versuchsbedingungen miteinander zu vergleichen. Daher 
werden in der vorliegenden Arbeit dreieinhalb- und zweieinhalbjahrige 
Hennen stets getrennt voneinander beurteilt, z. B. in den Tab. 1 und 2. 
Wiirde man z. B. eine mit Phenyl-ithyl-essigsiure behandelte Gruppe 
zweieinhalbjahriger Hennen einer unbehandelten dreieinhalbjahrigen 
Kontrollgruppe gegeniiberstellen, so wiirde der atheromatése Befall der 
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behandelten Gruppe kurative Effekte vortéuschen kénnen. Hierau! 


wiesen wir bereits ausdriicklich hin”!. 

Bereits aus der Arbeit von Steinberg und Fredrickson’ gehi 
hervor, daB ungeachtet der Herabsetzung der Einbaurate von Acetat in 
Cholesterin durch Phenyl-athyl-essigsiure der Gesamtcholesteringehalt 


der Lebern von Ratten, denen die Substanz verfiittert wurde, auf 


normaler Hohe blieb. Daraus ist zu schlieBen, daB am Ganztier die 
Wirkung der Phenyl-athyl-essigsaiure in einer Verlangsamung des Chole- 
sterinaufbaues, jedoch nicht in einer nennenswerten Senkung der Mengen 
des Organcholesterins besteht. Fiir die atherosklerotische Aortenwand 
sind diese Eigenschaften der Substanz ohne Interesse, da es hier darum 
geht, abgelagertes Cholesterin zu mobilisieren und Neuablagerungen 
durch Intensivierung des Stoffwechsels der Aortenwand zu verhindern. 
Diese letzteren Eigenschaften scheinen u. a. dem Vitamin A zuzukommen, 
dessen spezifischer anti-atherosklerotischer Effekt in ebensolchen Hiihner- 
versuchen wie den vorstehend beschriebenen von uns!*-!® aufgefunden 
wurde. Der oben in Tab. 2 zum Vergleich mitgeteilte Vitamin-A-Versuch 
14Bt den anti-atherosklerotischen Effekt im Gegensatz zur Phenyl-athyl- 
essigsdure sehr deutlich erkennen. 

In Tab. 6 sind Stoffwechseleffekte von Phenyl-athyl-essigsdure und 
Vitamin A gegeniibergestellt, soweit sie fiir die Atherosklerose Bedeutung 
haben. Man ersieht daraus, daB beide Substanzen sich durchaus kontrar 


Tab. 6. Vergleich der Stoffwechseleffekte 
von Phenyl-athyl-essigsiure und Vitamin A. 








Wirkung auf Phenyl-athyl-essigsiure Vitamin A 
Cholesterinester der Leber Senkung Erhéhung 
Serumlipide Senkung haufig erhoht 
Aortengewicht Erhéhung Senkung 
Aortencholesterin Erhéhung Senkung 
Acetylierung in vitro Hemmung keine Hemmung 





verhalten. Der Eingriff des Vitamins A in den Cholesterinstoffwechsel 
kann in Leber und Serum zu Cholesterinsteigerungen fiihren, wahrend 
in der Aortenwand das Cholesterin abnimmt; das umgekehrte dagegen 
ist bei Phenyl-athyl-essigséure der Fall. Damit wird die grundsatzliche 
Frage berihrt, ob iberhaupt von Hemmstoffen der Cholesterin- 
synthese anti-atherosklerotische Effekte zu erwarten sind. 
Wir halten die weitverbreitete Annahme, wonach eine Hemmung der 
Cholesterinsynthese zu einer Verminderung der Cholesterinablagerungen 
in der atherosklerotischen Aorta fiihren wiirde, fiir nicht gerechtfertigt. 
Aus unseren Tierversuchen geht vielmehr hervor!*-1%, daB das Lipid- 


21 G. Weitzel, Vortrag a. d. Tagung d. Dtsch. Ges. f. Physiol. Chemie, Ham 
burg, 28. Sept. 1956. 
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Phenyl-athyl-essigsiure im Fettstoffwechsel 








spektrum der GeféBwand kein Abbild der Serum- oder Leberlipide ist. 
Wir kommen daher auf Grund unserer Befunde zu dem SchluB, daB 
anti-atherosklerotische Effekte nicht von Cholesterin-Inhibitoren zu er- 
warten sind, sondern gerade umgekehrt von solchen Substanzen, die 
— wie z. B. Vitamin A — Umsatz und Transport des Cholesterins be- 
schleunigen. Nur dann kann man erwarten, daB sich die GefaBwande 
der in ihnen angehauften Cholesterinmengen wieder entledigen kénnen. 
Diese Fahigkeit scheint dem Vitamin A zuzukommen, offenbar aber nicht 
der Phenyl-athyl-essigséure 


Fiir wertvolle experimentelle Mitarbeit danken wir Fraulein Gertrud 
Andresen, Fraulein Eva Gowin und Fraulein Gabriele Habbel. 


Fir Uberlassung der Phenyl-athyl-essigsiure danken wir den Firmen Nord- 
mark, Uetersen, und Ifah, Hamburg. 


Zusammenfassung 


Langdauernde Verfiitterung von Phenyl-athyl-essigsaure an spontan- 
atherosklerotische Hennen fiihrte in der Leber zur Senkung des Ester- 
cholesterins, im Serum zu normalen Lipidwerten, in der Aortenwand 
jedoch zur Vermehrung des abgelagerten Cholesterins und zur Erhohung 
der Aortengewichte. Anti-atherosklerotische Effekte an der Aortenwand 
fehlten, die Versuche sprachen eher fiir eine Zunahme der atherosklero- 
tischen Veranderungen. 

Eine fettleberverhiitende Wirkung des Natriumsalzes der Phenyl- 
ithyl-essigsiure war an Cholinmangel-Ratten nicht erkennbar. Das 
Amid der Saure wirkte zwar fettleberverhindernd, zeigte aber deutliche 
narkotische Wirkung und fiihrte zu Gewichtsabnahme der Cholinmangel- 
Ratten. 

Im Acetylierungstest in vitro erwiesen sich das Natriumsalz und 
das Amid der Phenyl-athyl-essigsiure als gleich starke Hemmstoffe. 

Ein Vergleich der Stoffwechseleffekte von Vitamin A, dem anti- 
atherosklerotische Wirkung zukommt, mit Phenyl-athyl-essigséure er- 
gibt, daB sich beide Substanzen in ihrer Wirkung auf Leber, Serum und 
Aorta praktisch kontrar verhalten. Es wird daraus geschlossen, da von 
Hemmstoffen der Cholesterinsynthese nicht a priori anti-atherosklero- 
tische Effekte zu erwarten sind. 


Summary 


Prolonged feeding of phenyl-ethyl-acetic acid to spontaneous athero- 
sclerotic hens resulted in a decrease of ester-cholesterol in the liver, gave 
normal values of lipid in serum, an increase of deposited cholesterol in 
the aorta walls, and an increase of aorta weight. Anti-atherosclerotic 
effects at the aorta walls were avsent. The experiments indicated rather 
an increase of atherosclerotic changes. 
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A fatty liver-preventative effect of the sodium salt of phenyl-ethyl- 
acetic acid on cholin-deficient rats was not observed. The acid amide 
showed fatty liver-preventative properties, but clearly had narcotic 
effects and lead the cholin-deficient rats to lose weight. 

In the acetylation test in vitro, both the sodium salt and the amide 
of phenyl-ethyl-acetic acid proved themselves to be inhibitors of equa! 
strength. 

Comparing the metabolic effects of vitamin A that possesses some 
anti-atherosclerotic properties with phenyl-ethyl-acetic acid shows that 
both substances practically have contrary effects on liver, serum, and 
aorta. Hence it is concluded that anti-atherosclerotic effects cannot 
be expected a priori from inhibitors of the cholesterol biosynthesis. 
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Uber die C,,- und C,,-Polyensaéuren des Heringséls * 
Von 
E. Klenk und H. Brockerhoff 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit K6ln 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Oktober 1957) 


In Fortsetzung der Untersuchungen iiber die Polyensduren der 
Fischéle, die bisher zur Isolierung der A5-*1!-14-17.Kikosapentaensaure! 
aus Dorschlebertran und der A*®*-1!2-15.Oktadekatetraenséure® aus 
Herings6l fiihrte, haben wir nun auch die neben der Tetraensdiure im 
Herings6l noch vorkommenden anderen C,,-Polyensauren naher charak- 
terisiert. Bei der Gegenstromverteilung des C,,-Polyenséuregemischs 
fielen auBer der bereits untersuchten Tetraensiure noch eine Dien- und 
eine Triensaéurefraktion an, die zur Bestimmung der Lage der Doppel- 
bindungen dem Ozonidabbau unterworfen wurden (Tab. 1). 


Tab. 1. Abbaudicarbonsaiuren der C,,-Polyensiiuren. 
Menge in Mol pro Mol Polyensaure. 











Azelainsaure Adipinsaure Malonsiure 
freie Halb- freie Halb- freie 
Saure ester Saure ester Saure 
(\s-Diensiure . .. . 0,95 — 0,05 — 0,48 
Methylester _ 0,96 ~ -- 0,49 
(g-Trienséure. . . . 0,85 -- 0,14 — 1,01 
Methylester .. . — 1,01* - - 1,04 

















* Adipinsiiure nicht mehr nachweisbar. 


Diesem Abbauergebnis entsprechend, handelt es sich um A*1*-Oktade- 
kadiensiéure und um 4*!2-15.Oktadekatriensdiure, also um Linol- und 
Linolensiure. Die vorliegenden Fettséurepraparate, vor allem die Trien- 
siure, sind noch etwas verunreinigt mit der C,,-Tetraensaure, wie sich 
aus den UV-Spektren der mit Alkali isomerisierten Substanzen ergibt. 
Dies erklirt auch das Vorhandensein kleinerer Mengen Adipinsaure 
unter den Abbaudicarbonséuren. AuBerdem ist das Diensdiurepraparat 
noch mit etwas Triensiure und wahrscheinlich mit Olsdiure verunreinigt. 


* Uber die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung wurde bereits auf der 
Internationalen Konferenz iiber die Biochemie der Lipoide in Oxford vom 16. bis 
19. Juli 1957 berichtet. 

1 KE. Klenk u. D. Eberhagen, diese Z. 807, 42 [1957]. 

2 E. Klenk u. H. Brockerhoff, diese Z. 307, 272 [1957]. 
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Die Reindarstellung der Substanzen war infolge der anfallenden kleinen 
Substanzmengen nicht mehr méglich. 

Wiahrend wir uns bisher zur Konstitutionsermittlung der Polyen- 
siuren im wesentlichen auf die Untersuchung der beim oxydativen 
Ozonidabbau auftretenden Dicarbonsiuren beschrinkten, wobei die 
Stellung der ersten, der Carboxylgruppe am nachsten stehenden Doppel- 
bindung erfaBt wird, wurde nun zur Sicherstellung der Befunde auch 
noch ein Verfahren ausgearbeitet, das ebenfalls in verhaltnismaBig ein- 
facher Weise erlaubt, die Stellung der endstaéndigen Doppelbindung, 
d. h. der Doppelbindung, welche der endstandigen Methylgruppe in der 
Kohlenstoffkette der Polyensiure am nachsten steht, festzustellen. 

Zu diesem Zweck werden die Ozonide der Polyenséuren reduktiv 
gespalten und die entstehenden niederen einfachen Aldehyde in eine 
Lésung von 2.4-Dinitro-phenylhydrazin hineindestilliert. Das Hydrazon- 
gemisch trennt man nach der Methode von Roberts und Green? saulen- 
chromatographisch und bestimmt anschlieBend jede der in scharfen 
Zonen abgetrennten Fraktionen photometrisch. Die Identifizierung der 
einzelnen Hydrazone und ihre Prifung auf Reinheit erfolgte papier- 
chromatographisch nach Tunmann‘ und auferdem durch Isolierung 
derselben. Dieser Abbau wurde nicht nur bei den beiden vorliegenden 
C,,-Polyensaiuren, sondern auch bei der schon friiher? gewonnenen (C,- 
Tetraensdure_ mit dem in Tab. 2 dargestellten Ergebnis durchgefihrt. 


Tah. 2. Abbaualdehyde der C,,-Polyensiuren des Heringséls. 
Menge der 2.4-Dinitrophenylhydrazone in Mol pro Mol Polyensiure. 








2.4-Dinitro- 7]. : —" 
Zone se Dinitro phenyl Tetraensiure| Triensiure | Diensiure 
nydrazon von 
l Acetaldehyd ....... 0,70 0,63 0,60 
2 Propionaldehyd ..... 0,82 0,71 0,16 
3 Capronaldehyd ...... _* 0,07 0,64 














* Gefunden wurde in der 3. Zone 0,04 Mol eines Hydrazons, das bei der papierchromato- 
graphischen Priifung etwa den Rp-Wert des Butyraldehyd-hydrazons hatte. 


Der immer in etwa gleich groBen Mengen aufgefundene Acetaldehyd 
muB als Zersetzungsprodukt des bei dem reduzierenden Abbau zu er- 
wartenden Malondialdehyds aufgefaBt werden. Im iibrigen wird durch 
das Abbauergebnis die auf anderem Wege bestimmte Konstitution dieser 
drei Polyensiuren bestatigt. Es zeigt auch, daB das untersuchte Linol- 
siurepraparat mit etwas Linolensaiure und das Linolensaéurepraparat mit 
etwas Linolséure verunreinigt ist. Nimmt man die beim oxydativen 
Ozonidabbau erzielten Ergebnisse hinzu, so mu das Vorhandensein von 
Linol- und Linolensaéure im Herings6! als gesichert gelten. Die Frage 
nach dem Vorkommen dieser beiden Polyensiuren in den Fisch6len war 


3 J.D. Roberts u. Ch. Green, Ind. Engng. Chem., analyt. Edit. 18, 335 
[1946]. 
4 Pp. Tunmann, Arch. Pharmaz., Ber. dtsch. pharmaz. Ges. 289, 329 [1956]. 
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bisher noch umstritten®. Wenn es sich auch nur um kleinere Mengen 
handelt, so diirfte dem gelungenen Nachweis doch eine gewisse Bedeutung 
fiir die Lésung des Problems iiber die Herkunft der anderen Polyensauren 
dieser Fischéle zukommen. 

Was die C,-Polyensauren betrifft, so sind diese erstmals von Bull® in 
den Fischélen aufgefunden worden. Hierher gehort die von Tsujimoto?’ 
aus Herings- und anderen Fischélen dargestellte und als Pentaensaure 
angesprochene Clupanodonsiure (C,,H;,0,), welche eingehender von 
Farmer und van den Heuvel? untersucht wurde. Letztere kamen zu 
dem SchluB, daB die Clupanodonsiure Tsujimotos ein Kunstprodukt 
ist und daB sie aus einer in den Fischélen vorkommenden Hexaensaure 
bei der Destillation entstanden sein dirfte. Die Isolierung einer Dokosa- 
hexaen- und einer Pentaensaure aus Fisch6len, welche als solche charak- 
terisiert werden konnten, ist, soweit wir sehen, erstmals Holman und 
Mitarb.® mit Hilfe einer chromatographischen Methode gelungen. Eine 
Konstitutionsbestimmung wurde nicht ausgefitihrt. Farmer und 
van den Heuvel sprachen ihre Saure als 448-1!-14-17-20_Dokosahexaen- 
siure an, wobei jedoch die gegenseitige Lage der Divinylmethan- 
und Divinylathangruppierungen dahingestellt blieb. 

Im Laufe der vorliegenden Untersuchung wurden gleichzeitig mit 
den C,,-Polyensaiuren auch die C,,-Polyenséuren durch Vakuumdestilla- 
tion der Methylester herausfraktioniert. Das anfallende Gemisch trennte 
man dann wieder durch Gegenstromverteilung in die Komponenten. Es 
bestand, wie sich herausstellte, im wesentlichen aus einer Pentaen- und 
einer Hexaensiure, und zwar bildete die Hexaensdure den Hauptanteil 
(etwa 80%) des Gemischs. Die Pentaensaure war in wesentlich kleineren 
Mengen (etwa 10°,, des Gemischs) vorhanden. Beide Sauren konnten so 
weit gereinigt werden, daB die isolierten Substanzen nur noch kleinere 
Mengen der anderen beigemengt enthielten. 

Zur Konstitutionsaufklarung wurde wieder in der iiblichen Weise 
der oxydative Ozonidabbau durchgefiihrt. Das Ergebnis der chromato- 
graphischen Analyse der Abbaudicarbonsauren zeigt Tab. 3. 

Nach diesem Abbauergebnis handelt es sich um A?:1018-16-18_Doko- 
sapentaensdure und A4:7-10-13-16-19_P)okosahexaensaure. Das Vorkommen 
der letzten dieser beiden Saiuren im Dorschlebertran wurde bereits im 








5 T. G. Green u. T. P. Hilditch, J. Soc. chem. Ind. London 55, 4 T [1936]; 
F. B. Shorland u. J. G. McIntosh, Biochem. J. 30, 1775 [1936]; F. B. Shor- 
land, Biochem. J. 38, 1935 [1939]; Y.Toyama u. T. Tsuchiya, Bull. chem. 
Soc. Japan 4, 83 [1929]; 11, 741 [1936]; R. Sen Gupta, A. Grollmann u. 
S. C. Nigogy, Proc. nat. Int. Sci. India 19, 527 [1953] (ref. Chem. Zbl. 1954, 5786). 

6 H. Bull, Ber. dtsch. chem. Ges. 39, 3570 [1906]. 

7M. Tsujimoto, Bull. chem. Soc. Japan 8, 299 [1928]. 

8 EK. H. Farmer u. F. A. van den Heuvel, J. chem. Soc. [London] 1988, 
427. 

9 A.M. Abu-Nasr u. R. T. Holman, J. Amer. Oil Chemists’ Soc. 31, 41 
(1954). 
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Tab. 3. Abbaudicarbonsaiuren der Dokosapolyensiuren des Heringséls und ihrer 
Methylester. Menge in Mol pro Mol Polyensiure. 





Bernstein- |Malon- 


Vorlauf Pimelinsaiure im = 
sdure saiure 





freie | Halb-| freie | Halb-]| freie | Halb- | freie 
Saure | ester | Sdure| ester | Saure| ester | Saure 


























C,.-Pentaensiure . ... . - = 0,83 - 0,09 — 2,11 
Methylester ...... — - — 0,93 _ _ 2,01 
Cy.-Hexaensiure ..... 0,23*| — —- 0,82 a 2,98 
Methylester ...... — — — — 0,09 |0,91**| 2,72 


* Enthilt betrichtliche Mengen Pimelinsiure. 

** Mit kleineren Beimengungen von héheren Dicarbonsiuren. 
Jahre 1953?° festgestellt. Sie ist jedoch daraus erst jetzt im Anschlub 
an diese Arbeit (siehe Anhang) als solche isoliert worden. Die Siure ist 
identisch mit der in den Phosphatiden vieler Siugetierorgane vorkom- 
menden Hexaensiure!!2, Soeben berichtet Whitcutt!* tiber die Iso- 
lierung der A4-7-10-13-16-19. okosahexaensiure aus siidafrikanischem Sar- 
dinen6l. Wie ein Vergleich der UV-Absorptionsspektren nach der Alkali- 
isomerisierung zeigt, scheint dieses Siurepriparat jedoch mit unserer 
Hexaensaure nicht identisch zu sein. Die fiir eine Hexaensiure charak- 
teristische spezifische Extinktion bei 374 my ist bei unserer Substanz 
etwa sechsmal gréBer. Selbst wenn man beriicksichtigt, daB die Reprodu- 
zierbarkeit der Alkaliisomerisation etwas zu wiinschen iibrig 14Bt und bei 
der Methode gewisse unkontrollierbare Schwankungen auftreten, wiirde 
nach unseren Erfahrungen das UV-Spektrum der Substanz von Whitcutt 
fiir das Vorliegen eines komplexen Polyensiuregemischs mit einem 
Hexaensauregehalt von nicht mehr als 20°, sprechen, wahrend Whitcutt 
einen Reinheitsgrad von 84—90°%, angibt. Diese widersprechenden Be- 
funde bediirfen noch der Klarung. 

Die obige Pentaenséiure wurde schon friiher von Klenk und 
Dreike" in den Phosphatiden der Rinderleber nachgewiesen und daraus 
vor kurzem?* auch in gréBerer Reinheit als im vorliegenden Fall isoliert. 

In Ubereinstimmung mit den aufgestellten Strukturformeln wurde 
beim reduktiven Ozonidabbau der beiden Polyensiuren auBer Acet- 
aldehyd nur Propionaldehyd und kein héherer Aldehyd, insbesondere 
kein Capronaldehyd, angetroffen (Tab. 4). 

Um einen besseren Uberblick zu bekommen, wurde auch eine an- 
nahernde Schaitzung der Zusammensetzung des urspriinglichen Polyen- 
siuregemischs versucht. Das Ergebnis zeigt Tab. 5, soweit die vorlaufig 
noch unvollstaéndigen Daten reichen. 

10 E. Klenk u. W. Bongard, Internat. Conference on Biochem. Problems 
of Lipids, Koninklijke Vlaamse Academie voor Wetenschappen, Letteren en Schone 
Kunsten van Belgie, Briissel, S. 33 [1953]. 

1 E, Klenk u. F. Lindlar, diese Z. 299, 74 [1955]. 

2 KE. Klenk u. H. J. Tomuschat, diese Z. 808, 165 [1957]. 

13 J. M. Whitcutt, Biochem. J. 67, 60 [1957]. 

ME. Klenk u. A. Dreike, diese Z. 300, 113 [1955]. 
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Tab. 4. Abbaualdehyde der C,.-Polyensiuren des Heringsdls. 
Menge in Mol pro Mol Polyensiure. 











2.4-Dinitro- 
Zone | phenylhydrazon |} Hexaensiuren | Pentaensiure 
von 
] Acetaldehyd . . 0,80 0,70 
2 Propionaldehyd 0,77 0,64 
— | héhereAldehyde — = 











Tab. 5. Zusammensetzung des aus Heringsdél erhaltenen Polyensaiuregemischs in °,. 

















Cus Cie Cig Coo | Cy. 

Insgesamt. ....... 3,4 9,5 25,0 33,7 28,4 
Monoenséure ...... 7,0 

Diensiure ....... 4,7 99 
Triensiure ....... 2,4 pur 
Tetraensiure ...... 10,9 

Pentaensédure ...... 2.6 
Hexaensaure 23,6 








Die Befunde lassen darauf schlieBen, daB in den Fischélen von jeder 
Polyensaéuregruppe mit gleicher Kettenlinge jeweils die am stirksten 
ungesattigte Saéure den Hauptteil des Gemischs bildet. Ahnliche Ver- 
haltnisse haben Klenk und Eberhagen! auch bei der Untersuchung 
der C,)-Polyensiuren des Dorschlebertrans angetroffen, wo die A*-8-11-14-17- 
Eikosapentaensiure mengenmaBig stark vorherrschte. Alle diese Polyen- 
siuren gehéren dem Linolensduretyp an. Dasselbe gilt zum mindesten 
teilweise auch fiir die in wesentlich geringeren Mengen vorkommenden 
weniger stark ungesittigten Polyensdéuren (47-19-13-16-19. Dokosapentaen- 
siure). AuBer der Linolsiure selbst fand sich bis jetzt im Herings6l noch 
keine Polyensiure vom Linolsauretyp. 

In diesem Punkt unterscheiden sich offensichtlich die Polyensdéuren 
der Fischéle von den ihnen so ahnlichen Polyensaéuren der Phosphatide 
der Saugetierorgane. Die letzteren enthalten in der Regel auBer den 
Polyenséuren vom Linolensiuretyp noch solche vom Linolsdiuretyp 
(z. B. A5-8-11-14. Kikosatetraensdure [Arachidonsaure], 47-1°-1*-16-Dokosate- 
traensdure) in betrachtlichen Mengen. Da nach Thomasson!® die 
Polyenséuren vom Linolséuretyp als essentielle Fettsduren staérker wirk- 
sam sind als die vom Linolensiuretyp, wird damit auch verstandlich, 
daB die Wachstumswirkung der Fischdle auf fettfrei ernahrte Tiere 
trotz ihres Polyensduregehalts vielfach wesentlich geringer ist als die 
der linolsdurehaltigen pflanzlichen Ole. 


15 H. J. Thomasson, Internat. Conference on Biochem. Problems of Lipids, 
Koninklijke Vlaamse Academie voor Wetenschappen, Letteren en Schone Kunsten 
van Belgie, Briissel, S. 212 [1953]; H. J. Thomasson u. H. de Jongh, Fette 


u. Seifen 57, 390 [1955]. 
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Beschreibung der Versuche 
A. Die Methode der reduktiven Ozonidspaltung 


Nach verschiedenen Vorversuchen hat sich folgendes Verfahren am besten 
bewahrt: 

Eine Probe der Séiure (etwa 20 mg) wird in einer Liésung von etwa 2 ccm 
Eisessig und 2 ccm Methylacetat bei —10° bis —20° ozonisiert. Man spiilt dann 
mit Eisessig in einen Hydrierkolben, fiigt 2—4 mg Platindioxyd zu und hydriert 
unter Schiitteln, bis etwas mehr als die berechnete Menge Wasserstoff aufgenommen 
ist. Dann wird die gesamte Fliissigkeit in eine Vorlage mit etwa 30 ccm einer 
frisch bereiteten schwefelsauren Dinitrophenylhydrazin-Lésung* (2,5 g 2.4-Dinitro- 
phenylhydrazin in 50 ccm konz. Schwefelsiiure, mit Wasser auf 1 / aufgefiillt) 
destilliert. Dabei 148t man den Vorsto8 des Kiihlers zur Vermeidung von Aldehyd- 
verlusten in die vorgelegte Lésung eintauchen. Waihrend der Destillation leitet 
man durch die Apparatur einen schwachen Kohlensiurestrom. Nach beendeter 
Destillation werden die teilweise aus der Lésung ausgefallenen Hydrazone der iiber- 
destillierten Aldehyde mehrmals mit Benzol ausgeschiittelt. Die mit Natriumsulfat 
getrocknete und stark eingeengte Benzollésung fiihrt man in ein 25-cem-MeB- 
kélbchen tiber, das man mit Benzol/Ligroin (Sdp. d. Ligroins 60—90°) so auffiillt. 
dai das Verhiltnis etwa 2: 1 betragt. 

Von dieser Lésung wird 1 ccm nach Roberts und Green* chromato- 
graphiert, wobei man eine 17—20cm hohe Saule verwendet, die 6g Kieselgel 
Merck und 3 g Hyflo-Super-Cel enthalt. Man entwickelt das Chromatogramm mit 
4°, Ather enthaltendem Ligroin. Der Durchlauf der einzelnen Zonen wird ge- 
sammelt und das Lésungsmittel abgedampft. Das zuriickbleibende Hydrazon 
nimmt man in je 100 ccm Benzol auf und photometriert die Lésung bei 366 mu 
in 1 em Quarzkiivetten (Eppendorf-Photometer). 

Berechnung : mg Hydrazon = 25 - E- f (H = Extinktion; f = empirischer Faktor. 
der durch Photometrieren des Testhydrazons in entsprechender Weise ermittelt 
wird. Folgende f-Werte wurden gefunden: Hydrazon von Acetaldehyd 1,27; von 
Propionaldehyd 1,31; von Capronaldehyd 1,48). 

mg Hydrazon- Mol.-Gewicht Polyensiure 
Mol.-Gewicht Hydrazon-mg Einwage 
(x = Mole Aldehyd pro Mol Polyensiure). 

Zur papierchromatographischen Identifizierung nach Tunmann‘ beniitzte 
man die leicht abgetinderte Phasenmischung D (Eisessig : Wasser : Methanol : Ben- 
zin [Sdp. 60—80°] =1: 0,5: 4:3), welche bessere Trennwirkung fiir die Hydrazone 
der héheren Aldehyde (C,—C,) ergab als die von Tunmann angegebene Mischung D 
(1:1: 6:3). 

Zur Isolierung der einzelnen Hydrazone wurden die restlichen 24 cem Lésung 
des Hydrazongemischs mit Hilfe einer gréBeren Siule (50g Kieselgel Merck, 
25 g Hyflo-Super-Cel) in 2 Portionen chromatographiert. Aus dem Eluat der 
2. Zone erhielt man das Hydrazon des Propionaldehyds, aus dem der 3. Zone das 
des Capronaldehyds. Jede der Substanzen wurde aus Ligroin sowie Wasser/Alkohol 
umkristallisiert. 

Der auf diese Weise durchgefiihrte Abbau der Oktadekatetraensaure (Prip. 1) 
hatte das in Tab. 6 zusammengestellte Ergebnis. Die papierchromatographische 
Priifung ergab fiir die Substanz von Zone 2 reines Hydrazon des Propionaldehyds. 
Die isolierte und umkristallisierte Substanz schmolz bei 153°. Der Misch-Schmelz- 
punkt mit authent. Propionaldehyd-hydrazon war ohne Depression. 

CyHy)N,O, (238,8) N ber. 23,53; gef. 23,62 (Mikro-Dumas). 

* An Stelle der schwefelsauren Lé ung verwen7et man noch besser 5 ccm 
einer posporsauren Lésung; Methoden d. <rgan. C.em‘e (Houben-Wey]), 4. Aufl., 
Bd. 2, 8. 449 (Spr:nger Verlag Heidelberg 1953). 
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Auch das nur in kleineren Mengen vorhandene Hydrazon der Zone 3 war 
papierchromatographisch einheitlich und hatte etwa dieselbe Wanderungs- 
geschwindigkeit wie Butyraldehyd. 


Tab. 6. Abbaualdehyde der Oktadekatetraensiure (22,58 mg) aus Heringsél. 




















Menge Hydrazon 
: 2.4-Dinitro-phenyl- eee 
Zone ‘a a py Extinktion val Mol pro Mol 
‘ Polyensaure 
] Acetaldehyd .... . | 0,402 12,76 0,70 
2 Propionaldehyd . . . . | 0,438 15,82 0,82 
3 hdherer Aldehyd. . . . | 0,215-10-1* 0,93 0,04 


* Gelédst in 10 cem und nicht in 100 cem Benzol. 


B. Die C,,-Polyensaiuren 
a) Diensiure 


Aus den Verteilungen der C,,-Polyensiurefraktionen 4 bzw. 5 wurden die 
friiher gewonnenen Fraktionen 537 —582 bzw. 541 —582 (siehe Tab. 2 und Abb. 2 
u. 3 der Arbeit von Klenk und Brockerhoff?) vereinigt. Man erhielt daraus 0,88 
(L) baw. 0,51 (II) g Diensiure als schwach gelbes, leicht bewegliches Ol. JZ 148 
baw. 16416. Die UV-Spektren vor und nach Alkaliisomerisation (2194 KOH- 




















Abb. 1. UV-Absorptionsspektren der C,,-Dien- a 
siuren I u. II vor und nach der Alkaliisomerisie- 400 
rung; —+— Diensiure I, ——- Diensiure I]. 
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Glykol, 180°, 8 Min.) zeigt Abb. 1, aus welcher sich ergibt, daB nur die Substanz IL 
eine einigermafen einheitliche Diensiure war. Auch sie war noch mit etwas Trien- 
siure verunreinigt. Die Beimengung war jedoch zu klein, um papierchromato- 
graphisch nachweisbar zu sein. Bei der papierchromatographischen Priifung ver- 
hielt sich die Substanz wie reine Linolsiiure. Das Hydrierungsprodukt schmolz 
bei 679 und gab mit Test-Stearinsiure (Schmp. 69°) keine Schmelzpunktdepression. 
Auch auf Grund der papierchromatographischen Priifung war die Substanz mit 
Stearinsiure identisch. 


16 Nach K. W. Rosenmund u. W. Kuhnhenn, Z. Unters. Nahrungs- u. 
CGenuBmittel 46, 154 [1923]. 
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Die oxydative Ozonidspaltung: Die Zusammensetzung der a) ais 
12,07 mg Diensaiure II bzw. b) aus dem Methylester von 10,32 mg Siure wie 
iiblich!?: 18 erhaltenen Dicarbonsiuren bzw. Abbausiuren zeigen die Abb. 2 und 3. 
Bei a) entfernte man vor der chromatographischen Analyse aus den Abbausauren 
die Monocarbonsauren durch Behandlung mit Petrolither, wahrend bei b) wegen 
des Vorhandenseins der Dicarbonsiurehalbester die Petrolitherbehandlung unter- 
blieb und die Abbausiuren als solche fiir die siulenchromatographische Analyse 
eingesetzt wurden. Die papierchromatographische Priifung ergab bei a) fiir Fr. 6 — 30 
reine Azelainsdure?®, fiir Fr. 53—66 Adipinsaure und fiir Fr. 85-125 Malonsaure*?; 
bei b) war das Ergebnis entsprechend, nur daf} hier die Adipinsiure nicht melir 
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Abb. 2. Chromatogramm der Abbaudicarbonsiuren der Oktadekadiensiure II. 

1°% (6—30): 8,16 cem n/100-NaOH, gef. 0,95 Mol Azelainsiure. — 5°, (53—66): 

0,42 cem n/100-NaOH, gef. 0,05 Mol Adipinsiiure. — 20% (85—125): 4,09 ccm 
n/100-NaOH, gef. 0,48 Mol Malonsiure. 
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Abb. 3. Chromatogramm der Abbausiuren des Oktadekadiensiure-methylesters I. 

1% (4—28): 4,91 com n/i00-NaOH, gef. 1,33 Mol; zur Verseifung verbr. 3,54 ccm 

n/100-NaOH, gef. 0,96 Mol Azelainsiiure-monomethylester. — 20°, (85—112): 
3,61 cem n/100-NaOH, gef. 0,49 Mol Malonsaure. 


aufgefunden werden konnte. Das Auftreten dieser Dicarbonsiure diirfte auf eine 
geringfiigige Verunreinigung mit C,,-Tetraensiure zuriickzufihren sein, die jedoch 
im UV-Spektrum kaum andeutungsweise zu erkennen ist. 

Die reduktive Ozonidspaltung: Der Abbau von 20,24 mg Diensaure II 
fiihrte zu dem in Tab. 7 zusammengestellten Ergebnis. Jedes der siulenchromato- 
graphisch abgetrennten Hydrazone war bei papierchromatographischer Priifung 
mit den Testsubstanzen identisch und einheitlich. Isoliert wurde nur das Hydrazon 
des Capronaldehyds (Zone 3). Schmp. 102°. Schmp. d. Testsubstanz 104°. Misch- 
Schmp. keine Depression. 


CygHygN4O, (280,2) N ber. 20,00; gef. 20,30/20,15 (Mikro-Dumas). 


17 FE. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 290, 181 [1952]. 

18 EK. Klenk u. W. Montag, Liebigs Ann. Chem. 604, 4 [1957]. 

19 Nach E. Klenk u. H. Faillard, diese Z. 292, 268 [1953]. 

20 Nach J. W. H. Lugg u. B. T. Overell, Nature [London] 160, 87 [1947]. 
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Tab. 7. Abbaualdehyde von 20,24 mg Oktadekadiensiure IT. 











Menge Hydrazon 
2.4-Dinitro-phenyl- oe 
Zone hydrazon von Extinktion oan oe 
1 Acetaldehyd ...... 0,305 9,68 0,60 
2 Propionaldehyd. . .. . 0,085 2,78 0,16 
3 Capronaldehyd.... . 0,350 12,95 0,64 











b) Triensaure 


Wie unter a) wurden aus den Verteilungen der C,,-Polyensiurefraktionen 4 
baw. 5 die Frakt. 440—518 bzw. Fr. 447—514 vereinigt. Man erhielt daraus 0,56 
baw. 0,41 g Triensiure III bzw. IV in Form eines schwach gelben, leicht beweg- 
lichen Ols. JZ 225 baw. 21918, Abb. 4 zeigt die UV-Spektren vor und nach der 
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Alkaliisomerisation. Daraus ist ersichtlich, dag’ Substanz III noch stark mit Dien- 
siure verunreinigt ist, nicht so sehr dagegen Substanz IV, und daf beide Sub- 
stanzen etwas Tetraensiure, allerdings nur sehr kleine Mengen, enthalten. Fiir 
die weiteren Versuche wurde deshalb das Priparat IV verwendet, das papier- 
chromatographisch einheitlich war und sich wie Linolensiure verhielt. Das Hydrie- 
rungsprodukt schmolz bei 67° und gab mit Test-Stearinsiure keine Schmelzpunkts- 
depression, Auch auf Grund der papierchromatographischen Priifung war die 
Substanz mit Stearinsdure identisch. 

Die oxydative Ozonidspaltung: Die Zusammensetzung der a) aus 
10,59 mg Oktadekatriensiure (IV) bzw. b) aus dem Methylester von 8,72 mg 
dieser Saiure wie iiblich erhaltenen Abbaudicarbonsduren zeigen die Abb. 5 und 6. 
Die papierchromatographische Priifung ergab bei a) fiir Fr. 6—31 reine Azelain- 
saure*®, fiir Fr. 73—91 Adipinsiure und fiir Fr. 109—138 Malonsaure*®. Bei b) war 
das Ergebnis entsprechend, wobei aber wieder wie beim Diensdiure-methylester 
Adipinséure nicht aufgefunden werden konnte. Das Auftreten der Adipinsiure 
zeigt die schon spektroskopisch nachgewiesene Beimengung von (,,-Tetraen- 
siure in dem untersuchten Priaparat an. 
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Abb. 5. Chromatogramm der Abbaudicarbonsiuren der Oktadekatriensdure 1V. 
1% (6—31): 6,43 cem n/100-NaOH, gef. 0,85 Mol Azelainsiure. — 5°, (73—91) 
1,04 com n/100-NaOH, gef. 0,14 Mol Adipinsiure. — 20°4 (109—138): 7,68 ccm 
n/100-NaOH, gef. 1,01 Mol Malonsiure. 
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Abb. 6. Chromatogramm der Abbausiuren des Oktadekatriensiure-methylesters IV. 
1°%, (4—24): 3,17 eem n/100-NaOH, gef.1,01 Mol Azelainsiure-monomethylester. — 
20% (83—112): 6,52 ecem n/100-NaOH, gef. 1,04 Mol Malonsiaure. 


Die reduktive Ozonidspaltung: Der Abbau von 16,27 mg Substanz 
fiihrte zu dem Ergebnis der Tab. 8. Wieder waren die chromatographisch ge- 
trennten Hydrazone papierchromatographisch einheitlich und mit den Testsub- 
substanzen identisch. Isoliert wurde hier das Hydrazon des Propionaldehyds 
(Zone 2). Schmp. 153°. N gef. 23,22 (Mikro-Dumas). 


Tab. 8. Abbaualdehyde von 16,27 mg Oktadekatriensiure IV. 




















Menge Hydrazon 
, 2.4-Dinitro-pheny]l- wate 
Zone hydrazon von Extinktion baal Mol pro Mol 
Polyensaure 
l Acetaldehyd . ... . . | 0,260 8,26 0,63 
2 Propionaldehyd. . . . . | 0,302 9,89 0,71 
3 Capronaldehyd . . . . . | 0,328-107'* 1,21 0,07 
* gelést in 10 ccm und nicht in 100 ccm Benzol. 


C. Die C,,.-Polyensiuren 


Zur Gewinnung der C,,-Polyensiuren wurde die schon friiher? beschriebene 
Vakuumdestillation der Methylester von 176 g hochungesittigten Fettsiuren so 
lange fortgesetzt, bis bei Steigerung der Badtemperatur auf 230° insgesamt 122 g¢ 
Methylester itibergegangen und im Destillat die Hauptmenge der C,)-Polyensiuren 
enthalten war. Die letzten der iiberdestillierten Anteile siedeten bei 128° (10-4 Torr). 
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Zum Destillationsriickstand (60 g) gab man noch 40 g eines aus Essobayol 16 
herausfraktionierten Kohlenwasserstoffgemischs (Sdp. 160—170° 10-4 Torr) und 
destillierte in derselben Weise wie oben weiter, wobei jedoch jetzt eine nur 30 cm 
hohe Kolonne beniitzt wurde. Aus jeder der Fraktionen wurden die Saéuren durch 
Verseifung der Ester und Abtrennung des Unverseifbaren zuriickgewonnen (Tab. 9). 


Tab. 9. Fraktionierte Destillation des Riickstands der Polyensiure-methylester nach 
Zusatz eines Schleppers. 





Hydrierte Saéuren 








Heiz- sd Menge a NE ‘ristaliiel 
bad- bce Saure| JZ ohprodukt umkristallisiert 
— orr —~ Fr - = 
temp. . Aquiv.- ; Aquiv.- 
P g Schmp. ew. Schmp. Guw.s* 





12 | 230° 135° 2,7 _ = _ 

13 | 235° 136° 7.6 356 | 73—74° 337 

14 | 240° 136° 7,6 353 | 78—79° 348 78 —80°* 342 
15 | 245° |136—1399 6,7 340 | 74—76° 352 78 — 80° 342 
16 | 255° |140—1449 5,7 340 | 74—76° 352 78 — 80°* 342 
8 


5) 
17 | 260° |}145—1499 3, 325 | 74—76° 353 


























* Die Fr. geben mit Dokosansiiure (Schmp. 80°) keine Schmelzpunktsdepression. 

** Aquiv.-Gew. C,.H,,0, ber. 340,6. 

Abb. 7 zeigt die UV-Spektren von Fr. 14, 15 u. 16 vor und nach der Alkali- 
isomerisation. Die drei Fraktionen enthielten praktisch ausschlieBlich C,.-Polyen- 
siuren. Papierchromatographisch waren die hydrierten Siuren dieser Fraktionen 
einheitlich und mit n-Dokosansaure identisch. 
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3,5 g freie Saiuren der Fr. 14 wurden anschlieSend durch Gegenstromver- 
teilung wie iiblich in die Komponenten zerlegt. Abb. 8 zeigt die Verteilungskurve. 
An den in der Kurve mit Pfeilen bezeichneten Stellen (a—d) wurden Proben ent- 
nommen und nach Abdampfen des Lésungsmittels die Substanz mit Alkali iso- 
merisiert. Die UV-Spektren zeigten, daB bei a) und b) Hexaensiure vorlag. Bei 
¢) war die Extinktion im Hexaenbereich (374 mu) schon etwas geringer, und 
Probe d) absorbierte dort fast gar nicht mehr, stark dagegen im Pentaenbereich 
(327 und 346 my), so daB hier im wesentlichen eine Pentaensiiure vorliegen muBte. 


11* 
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Abb. 8. Verteilungskurve der 
(,.-Polyensiurefraktion 14. 
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a) Pentaensadure 


Durch Vereinigung der Verteilungsfr. 380—440 (Abb. 8) erhielt man 0,54 ¢ 
rohe Pentaensiure, ebenso aus zwei weiteren Verteilungen von 8 bzw. 5,4g Polyen- 
siuregemisch der Fr. 14, 15 u.16 0,83 bzw. 1,07 g Rohprodukt. 2,3 g davon wurden 
einer nochmaligen Gegenstromverteilung unterworfen (Abb. 9). 
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Die UV-Spektren von an den in der Verteilungskurve (Abb. 9) mit Pfeilen 
bezeichneten Stellen (a—e) entnommenen, alkaliisomerisierten Proben zeigten, dab 
a) noch ziemlich viel Hexaensiure und b) ebenso wie c) praktisch nur Pentaensaure 
enthielt. Bei d) und e) wurde die Extinktion im Pentaenbereich geringer. Man 
vereinigte deshalb die Verteilungsfr. 290—310 (Abb. 9) und erhielt daraus 0,56 ¢ 
Dokosapentaensiure. Schwach gelbes, leicht bewegliches Ol. JZ 359 (n. Wijs, 
1 Stde.); C,.H,,0, ber. 383,5. Abb. 10 zeigt die UV-Spektren vor und nach Alkali- 
isomerisation. Demzufolge enthielt das Praiparat noch etwa 10% Hexaensaure. 
Die Saéure war papierchromatographisch einheitlich. Das Hydrierungsprodukt 
schmolz bei 76—77° und gab mit n-Dokosansiure (Schmp. 80°) keine Schmelz- 
punktsdepression. Papierchromatographisch war die Substanz mit n-Dokosansaure 
identisch. 
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Die oxydative Ozonidspaltung: Die Zusammensetzung der a) aus 
9,88 mg Dokosapentaensiure und b) aus dem Methylester von 10,21 mg Saure wie 
iiblich erhaltenen Abbaudicarbonsaéuren zeigen die Abb. 11 u. 12. Die papierchro- 
matographische Priifung ergab bei a) fiir Fr. 4—42 reine Pimelinsiure, fiir Fr. 93 
bis 99 Bernsteinsiure und Malonsiure, etwa gleiche Teile, und fiir Fr. 100—130 
Malonsiure®®. Bei b) war das Ergebnis entsprechend, jedoch konnte hier freie 
Bernsteinsaure nicht nachgewiesen werden, was dafiir spricht, daB diese Dicarbon- 
siure von der dem Pentaensiurepriiparat in Mengen von 5—10°, beigemengten 
Hexaensaure stammt. 
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Abb. 11. Chromatogramm der Abbaudicarbonsiuren der Dokosapentaensiure. 
1% (4—42): 4,97 cem n/100-NaOH, gef. 0,83 Mol Pimelinsiure. — 3% (43—63): 
0,42 com n/100-NaOH, gef. 0,07 Mol Dicarbonsaure, nicht identifiziert. — 10%, 
(76—90): 0,41 ccm n/100-NaOH, gef. 0,07 Mol Dicarbonsiaure, nicht identifiziert. — 
20% (93—99): 1,09 cem n/100-NaOH, gef. 0,18 Mol Bernstein- und Malonsiure, 
etwa gleiche Teile; (100—130): 12,06 ccm n/100-NaOH, gef. 2,02 Mol Malonsiure. 
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Abb. 12. Chromatogramm der Abbausiiuren des Dokosapentaensiiure-methylesters. 
1°, (8—35): 2,86 com n/100-NaOH, 0,93 Mol Pimelinsiure-monomethylester. — 
5° (46—56): 0,38 com »/100-NaOH, gef. 0,06 Mol Dicarbonsaure, nicht identi- 
fiziert. — 10%, (60—70): 0,49 cem n/100-NaOH, gef. 0,08 Mol Dicarbonsiure, nicht 
identifiziert. — 20% (77—120): 12,4 cem n/100-NaOH, gef. 2,01 Mol Malonsiure. 


Die reduktive Ozonidspaltung: Der Abbau von 14,70 mg Substanz 
fiihrte zu dem Ergebnis der Tab. 10. Nur Acet- und Propionaldehyd und keine 
héheren Aldehyde lieBen sich nachweisen. Die beiden siulenchromatographisch 


Tab. 10. Abbaualdehyde von 14,70 mg Dokosapentaensiure. 





Menge Hydrazon 


Mol pro Mol 





5) om) .. 
a 2.4-Dinitro-phenyl- Extinktion 











hydrazon von 
cae ties mg Polyensaiure 
] Acetaldehyd ...... 0,220 6,98 0,70 
2 Propionaldehyd. ... . 0,208 6,81 0,64 
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getrennten Hydrazone waren papierchromatographisch einheitlich und mit den 
Testsubstanzen identisch. Isoliert wurde das Hydrazon des Propionaldehyds 
(Zone 2). Schmp. 153°. N gef. 23,28. 


b) Hexaensiure 

Durch Vereinigung der Verteilungsfr. 302—345 (Abb. 8) wurden 1,28 ¢ 
Cy9-Hexaensiure erhalten. Schwach gelbes, leicht fliissiges Ol. JZ 450 (n. Wijs. 
1 Stde.); C..H,,0, ber. 463. Die Saiure war papierchromatographisch einheitlich. 
Abb. 10 zeigt die UV-Spektren vor und nach der Alkaliisomerisierung. Das Hydrie- 
rungsprodukt schmolz bei 77—78° und gab mit n-Dokosansaure keine Schmelz- 
punktsdepression. Papierchromatographisch war die Substanz mit n-Dokosansaure 
identisch. 

Die oxydative Ozonidspaltung: Die Zusammensetzung der a) aus 
10,14 mg Dokosahexaensiure bzw. b) aus dem Methylester von 10,06 mg Saure 
erhaltenen Abbaudicarbonsauren zeigen die Abb. 13 u. 14. Die papierchromato- 
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Abb. 13. Chromatogramm der Abbaudicarbonsiuren der Dokosahexaensaure. 
1% (6—36): 1,42 ccm n/100-NaOH, gef. 0,23 Mol Dicarbonsauren (hauptsachlich 
Pimelinsiure, Vorlauf). — 20% (66—77): 5,08 ccm n/100-NaOH, gef. 0,82 Mol 
Bernsteinsaure; (78—105): 18,40 ccm n/100-NaOH, gef. 2,98 Mol Malonsiure. 
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Abb. 14. Chromatogramm der Abbausiuren des Dokosahexaensaure-methylesters. 
1% (3—21): 2,77 cem n/100-NaOH, gef. 0,91 Mol Bernsteinsiure-monomethy]- 
ester (mit Beimengungen hdherer Dicarbonsiuren, darunter Pimelinsiure bzw. 
Halbester). — 20% (58—64): 0,54 ccm n/100-NaOH, gef. 0,09 Mol Bernsteinsiure ; 
(65 —100): 16,65 cem n/100-NaOH, gef. 2,72 Mol Malonsiure. 
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graphische Prifung ergab bei a) fiir Fr. 6—36 héhere Dicarbonsiuren, in der 
Hauptsache Pimelinsiure, bei Fr. 66—77 reine Bernsteinsaure und fiir Fr. 78—105 
Malonsiiure®°. Bei b) war das Ergebnis entsprechend. 

Die reduktive Ozonidspaltung: Der Abbau von 25,62 mg Substanz 
fiihrte zu dem Ergebnis der Tab. 11. Die beiden saéulenchromatographisch ge- 
trennten Hydrazone waren papierchromatographisch einheitlich und mit den 
Testsubstanzen identisch. Isoliert wurde das Hydrazon des Propionaldehyds 
(Zone 2) Schmp. 153°. N gef. 23,63. 


Tab. 11. Abbaualdehyde von 25,62 mg Dokosahexaensiure. 














Menge Hydrazon 
: 2.4-Dinitro-phenyl- ae 
Zone hydrazon von Extinktion en Mol pro ‘Mol 
Polyensaure 
1 | Acetaldehyd ...... 0,440 13,97 0,80 
2 | Propionaldehyd. ... . 0,435 14,25 0,77 











D. Die quantitative Zusammensetzung des Polyensiuregemischs 


Die Zusammensetzung des Hydrierungsprodukts des als Ausgangsmaterial 
verwendeten Gemischs der hochungesattigten Fettsiuren des Heringséls von der 
Jodzahl 279 wurde nach dem von K apitel*! modifizierten Verfahren der reversed 
phase chromatography von Howard und Martin2? mit dem in Abb. 15 gezeigten 
Ergebnis bestimmt. Die papierchromatographische Priifung ergab fiir Fr. 15—25 
Palmitinsiure, Fr. 26—36 Stearinsdure, Fr. 37 —46 n-Eikosansaure und Fr. 47—58 
n-Dokosansaure. Fr. 8—14 wurde nicht identifiziert. Der Hauptsache nach diirfte 
es sich um Myristinsiure gehandelt haben. 
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Abb. 15. Chromatogramm des Hydrierungsprodukts des Gemischs der hochun- 

gesittigten Fettsiuren des Heringséls. Fr. 8—14: 0,05 ccm n/100-NaOH, gef. 

@,114 mg Myristinsiure (?) oder 3,4%. — Fr. 15—25: 0,125 ccm n/100-NaOH, 

gef. 0,320 mg Palmitinsiure oder 9,5°,. — Fr. 26—36: 0,295 ccm n/100-NaOH, 

gef. 0,840 mg Stearinsiure oder 25,0%. — Fr. 37—46: 0,363 ccm n/100-NaOH, gef. 

1,132 mg n-Kikosansiure oder 33,7%. — Fr. 47—58: 0,28 com n/100-NaOH, gef. 
0,953 mg n-Dokosansiure oder 28,4°% des Gemischs. 


Die Berechnung der Zusammensetzung des Cj,- bzw. Cyo-Polyensiiuregemischs 
erfolgte auf Grund des Bromverbrauchs der bei der Gegenstromverteilung er- 
haltenen Fraktionen, wie aus den Verteilungskurven der Abb. 2 u. 3 in der friiheren* 
baw. der Abb. 8 in der vorliegenden Arbeit ersichtlich. Einzelheiten der Berechnung 
siehe 1. ¢.12. 

1 W. Kapitel. Fette u. Seifen 58, 91 [1956]. 
2G. A. Howard u. A. J. P. Martin, Biochem. J. 46, 532 [1950]. 
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Tab. 12. Zusammensetzung der (,,- u. C,.-Polyensiurefraktionen. 





























" 10-B eem n/10-Br Menge Polyensiuren 
com #/ ‘i pro Doppelbindg. in % des Gemischs 
. ee es - ~ » | Mittel- 
Fr. 4 Fr. 5 Fr. 4 Fr. 5 Fr. 4 Fr. 5 wast 
( ‘18 a “ 
Monoensiure 2,95 1,65 2,59 1,65 29,0 26,6 27,8 
Diensaure 4,20 1,69 2,10 0,85 23,6 13,7 18,7 
Triensaure 2,72 1,75 0,91 0,58 10,2 9,4 9,8 
Tetraensiure | 13,23 12,50 3,31 3,12 37;2 50,3 43,7 
Fr. 14 Fr. 14 Fr. 14 
Cy 
Vorlauf* 1,89 0,54 7,9 
Pentaensaiure 3,09 0,62 9,1 
Hexaensaure 33,48 5,68 83,0 











* Fir 3,5 Doppelbindungen berechnet. 


Anhang 


Isolierung der 44*7*1013-16-19. Dokosahexaensiure aus Dorschleber- 
tran: Zur Isolierung wurde in derselben Weise vorgegangen wie oben. Aus 500 ¢g 
Lebertran erhielt man 128 g hochungesiattigte Fettsiiuren (JZ 268) und durch 
Vakuumdestillation der Ester 15,0 g C..-Polyensiuregemisch. Die Gegenstrom- 
verteilung wurde mit 8 g des Gemischs durchgefiihrt. Verteilungskurve s. Abb. 16. 


4 15 

12) 

E 

& 96 Abb. 16. Verteilungskurve der 
“Pale (,.-Polyensiurefraktion aus 
S Dorschlebertran. 
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Zur Messung der UV-Spektren nach Alkaliisomerisierung wurden von den in 
der Verteilungskurve mit Pfeilen bezeichneten Stellen (a—d) Proben entnommen. 
Es zeigte sich, daB bei a), b) und c) Hexaensiure, bei d) Pentaensaiure mit einer 
Beimischung von Hexaensiure vorlag. Auf Grund des Ergebnisses der Gegenstrom- 
verteilung berechnet sich folgende Zusammensetzung des C,.-Polyensiuregemischs : 
Vorlauf (weniger stark ungesattigte Polyensiiuren) 16°,, Pentaensiure 18°, und 
Hexaensiure 66° . 

Aus den vereinigten Verteilungsfr. 280—390 wurden 4,23 g Hexaensiure er- 
halten. Gelbes, leicht fliissiges Ol. JZ 439 (n. Wijs, 1 Stde.). Abb. 17 zeigt die 
UV-Spektren vor und nach der Alkaliisomerisation. Die verhaltnismaBig niedrige 
spezif. Extinktion bei 374 mu (EH = 250 gegeniiber #H = 300 fiir die Hexaensiure 
aus Herings6l) laBt auf geringere Reinheit des Praparats schlieBen. Papierchromato- 
graphisch war die Substanz einheitlich. Das Hydrierungsprodukt schmolz bei 
76—78° und gab mit n-Dokosansiure keine Schmelzpunktsdepression. 

Die Zusammensetzung der durch oxydative Ozonidspaltung von 10,87 mg 
Hexaensiure erhaltenen Abbaudicarbonsiuren zeigt die Abb. 18. Die papier- 
chromatographische Priifung ergab fiir Fr. 75—85 Bernsteinsdiure und fir Fr. 86 
bis 107 Malonsiiure®®. Fr. 3—68 wurde nicht identifiziert. 
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Abb. 18. Chromatogramm der Abbaudicarbonsauren der Dokosahexaensiure aus 
Lebertran. 1 — 10% (3—68) : 1,52 cem n/100-NaOH, gef.0,23 Mol Dicarbonsiure (mit 
Vorlauf), nicht identifiziert. — 20% (75—85): 4,03 ccm n/100-NaOH, gef. 0,61 Mol 
Bernsteinsiure; (86—107): 11,78 cem n/100-NaOH, gef. 1,78 Mol Malonsiure. 


Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft und des Verbands der Chemischen Industrie, Fonds der 
Chemie, unterstiitzt. 


Zusammenfassung 


Aus dem Polyensiuregemisch des Heringséls wurden durch frak- 
tionierte Vakuumdestillation der Ester und durch Gegenstromverteilung 
auBer der bereits friiher gewonnenen A*®*12-15.Oktadekatetraensiure 
noch folgende C,,- und C,,-Polyensaiuren isoliert und ihre Konstitution 
aufgeklart : 


C,,-Polyensiuren Cyo-Polvensiuren 

18 y 22 : 
A*i2.Diensiure (Linolsiure) A7+10-13-16-19_. Pentaensiure 
A%-12-15.Trjensiure (Linolensiure) A4-7-10+18-16-19. Hexaensaure 


Die Dokosahexaenséure wurde auch aus Dorschlebertran gewonnen 
Der ungefahre Gehalt des Polyenséuregemischs aus Herings6l an diesen 
Sauren wurde festgestellt. Die bisherigen Befunde lassen darauf schlieBen, 
daB in den Fischélen vorwiegend Polyensiuren vom Linolensaéuretyp 
vorhanden sind, wahrend in den Phosphatiden der Saugetierorgane auch 
Polyenséuren vom Linolsduretyp in reichlicheren Mengen vorkommen. 
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Summary 


From a mixture of polyenoic acids of herring oil the following C,, 
and ©,, polyenoic acids have been isolated and structurally determined 
in addition to 4°-*1?-15.9ctadecatetraenoic acid obtained earlier. Frac- 
tional vacuum destillation of the esters and counter current distribution 
were employed for the isolation. 


C,, polyenoic acids: Cy. polyenoic acids: 
A®!2.dienoic acid (linolic ac.) A7-10-13-:6-19_ nentaenoic acid 
A®-12-:5.trienoic ac. (linolenic ac.) A'+7-10-13-16-19_hexaenoic acid 


Docosahexaenoic acid was also isolated from cod liver oil. 

The approximate content of these acids in the polyenoic acid mix- 
ture from herring oil was ascertained. From present results it may be 
concluded that polyenoic acids occur in fish oils mainly as acids of the 
linolenic acid type whereas in phosphatides of mammalian organs 
polyenoic acids of the linolic acid type are found in relatively large 
amounts. 
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Untersuchungen zur Chemie der Arterienwand, I 


Quantitative Zusammensetzung des Gefabbindegewebes 
(Analysengang) 
Von 
Eckhart Buddecke 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit GieBen 
(Direktor: Prof. Dr. Dr. G. Weitzel) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. November 1957) 


Bisherige Untersuchungen iiber die Chemie des Bindegewebes ver- 
folgten vorwiegend das Ziel, qualitative Ergebnisse tiber das Vorkommen 
und die Struktur der einzelnen Bindegewebskomponenten zu gewinnen. 
Dagegen liegen nur unvollstandige quantitative Angaben tiber die wesent- 
lichen Bauelemente des GefaBbindegewebes — die strukturlose 
Grundsubstanz, Kollagen und Elastin — vor, insbesondere fehlen Er- 
gebnisse, die ein Bild tiber die Mengenkorrelation dieser Bestandteile 
und ihre Veranderung bei pathologischen Zustainden vermitteln. Der 
Grund hierfiir ist darin zu suchen, daB die angewandten Bestimmungs- 
methoden meist nur die Erfassung einer Einzelkomponente, z. B. des 
Elastins oder der Mucopolysaccharide méglich machen, dagegen ana- 
lytische Verfahren, bei denen alle Inhaltsstoffe gleichzeitig und neben- 
einander bestimmt werden, nicht vorhanden sind. 

Nachdem jedoch das GefiBbindegewebe als Substrat verschiedener 
pathologischer Verénderungen — unter anderem bei Arteriosklerose — 
von Bedeutung geworden ist, erhob sich die Forderung, ein analytisches 
Verfahren auszusarbeiten, das ein méglichst vollstandiges und geschlos- 
senes Bild tiber das Verhalten aller am Aufbau der GefaBwand beteiligten 
Bauelemente am gleichen Gewebsabschnitt vermittelt und etwaige Ver- 
ainderungen mit ‘chemischen Methoden zu messen gestattet. 

Nachstehend wird eine den speziellen Erfordernissen der GefiBwand 
angepaBte chemische Methode zur gleichzeitigen quantitativen Be- 
stimmung der wichtigsten Bindegewebskomponenten mitgeteilt. Sie 
erfaBt die Hexosamine Glucosamin und Galaktosamin als integrierende 
Bestandteile der Glykoproteide (,,strukturlose Grundsubstanz‘‘) sowie 
die Skleroproteide Kollagen und Elastin und wurde bisher an Aorten 
von Mensch und Tier angewandt. Die Brauchbarkeit der entwickel- 
ten Methode wird an praktischen Beispielen aufgezeigt. 














Eckhart Buddecke, 





I. Prinzip des Analysenganges 


a) Lipidextraktion der Aorten 


Die Lipidextraktion der Aortenlipide ist notwendig, weil hierbei 
den weiteren Aufarbeitungsgang des Bindegewebes stérende Substanzen 
beseitigt werden und auch im Tierexperiment das Trockengewicht der 
fettfreien Aorta oft wertvolle Hinweise fiir eine Zunahme oder Erniedri- 
gung des Gesamtbindegewebes gibt. 

Uber die Methoden der Fettextraktion wurde bereits friiher! berichtet. Die 
Aorten werden zunichst 24 Stdn. in Aceton gelassen, danach unzerkleinert im 
Soxhlet auf Raschig-Ringen erst mit Athanol und dann mit Ather extrahiert. 


Nach Trocknen der Aorten an der Luft und im nicht evakuierten Exsikkator 
iiber CaCl, sind sie fiir die Analyse des Bindegewebes vorbereitet. 


b) Extraktion und fraktionierte Analyse der Mucopoly- 
saccharide (Grundsubstanz) 


1. Extraktion 

Fir die Extraktion saurer Mucopolysaccharide aus den Geweben 
sind verschiedene Methoden angegeben worden. Sie sollen einerseits eine 
Depolymerisation und Abnahme des Molekulargewichtes der sauren 
Mucopolysaccharide durch die Extraktionsmittel verhindern, anderer- 
seits die Extraktion méglichst vollstindig gestalten. 

Ein geringer Abbau erfolgt beiAnwendung von 10-proz. CaCl,-? oder 30-proz. 
KCl-Lésung® sowie auch von Formamid*; hierbei werden jedoch nur etwa 60% 
extrahiert. Vollstaindiger ist die Extraktion mit Alkali bei niedriger Temperatur'. 
Weiterhin ist eine Extraktion mit 2-proz. waifrigem Phenol oder die Verdauung 
des acetongetrockneten Gewebes mit Pepsin und Trypsin méglich. Alle Methoden 
geben gleiche Werte beziiglich der physikalischen und chemischen Eigenschaften 
der sauren Mucopolysaccharide®. 


Beziiglich der Vollstandigkeit der Extraktion ist jedoch die Ex- 
traktion im stark alkalischen Milieu bei pa-Werten iiber 12 anderen 
Methoden iiberlegen’. Eigene Untersuchungen, die im Hinblick auf noch 
fehlende Angaben fiir Aortenbindegewebe notwendig waren, ergaben, 
daB die Aortenwand-Mucopolysaccharide durch 0,5-n. NaOH bei 0° in 
15 Stdn. quantitativ extrahiert werden. Das Ergebnis einer Analyse 
vor und nach alkalischer Extraktion der lipidfreien Aorta (Schwein) 
zeigt Tab. 1. 


Die quantitative Extraktion der Mucopolysaccharide der struktur- 
losen Grundsubstanz durch 0,5-n. NaOH 1Ja4Bt sich am Verhalten der 


1 G. Weitzel, H. Schon, F. Gey u. E. Buddecke, diese Z. 804, 247 [1956]. 

2 K. Meyer u. E. M. Smyth, J. biol. Chemistry 119, 507 [1939]. 

3M. Schubert u. J. Einbinder, J. biol. Chemistry 185, 725 [1950]. 

4S. M. Partridge, Biochem. J. 48, 387 [1948]. 

5 E. Jorpes, Biochem. Z. 204, 354 [1929]; K. Meyer u. M. M. Rapport, 
Science [Washington] 118, 596 [1951]. 

6 K. Meyer, A. Linker, E. A. Davidson u. B. WeiBmann, J. biol. 
Chemistry 205, 611 [1953]. 
7 J. Einbinder u. M. Schubert, J. biol. Chemistry 188, 335 [1951]. 
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Tab. 1. Gehalt der Aorta (Schwein) an Hexosaminen und Schwefel vor und nach 
Extraktion mit 0,5-n. NaOH (15 Stdn., 0°), Hydrolyse 4 Stdn., 6-n. HCl, 110°. 
(Angabe in % des fettfreien Trockengewichtes.) 























1 Gesamt- ~ 

Glucos- |Galaktos-| jroyos. | Schwefel| Stick- 

amin amin a stoff 

amine 

Aorta (lipidfrei) . .... 0,142 0,138 0,28 0,54 13,68 
Aorta nach Extraktion mit 

0,5-n.NaOH ..... 0,017 0,006 0,023 0,15 14,32 

Alkalilésl. Grundsubstanz 
(Alkoholfallung) . . . .| 0,79 0,83 1,62 | 1,47 9,87 


Hexosamine deutlich ablesen. Die Zunahme des Schwefelgehaltes weist 
darauf hin, daB es sich zum Teil um sulfathaltige Mucopolysaccharide 
handelt, wahrend umgekehrt der Anstieg des Stickstoffgehaltes in der 
Aorta nach alkalischer Extraktion auf eine Entfernung der stickstoff- 
armen Mucopolysaccharide und Anreicherung der eiweiBreichen Sklero- 
proteide Elastin und Kollagen hindeutet. Zwar verbleibt auch nach 
alkalischer Extraktion ein geringfiigiger Rest an Hexosaminen (unter 
denen das Glucosamin iiberwiegt) im Gewebe, doch handelt es sich hier- 
bei — auch nach den Erfahrungen von GraBmann und MoB8 u. a. — 
um das ,,festgebundene Kohlenhydrat‘ des Kollagens und auch zum Teil 
des Elastins, den sog. .,Kitt‘‘, der unter diesen Bedingungen nicht extra- 
hierbar ist. Da also die alkalische Extraktion zwischen den alkalilés- 
lichen und schwefelhaltigen Mucopolysacchariden der Grundsubstanz, 
die quantitativ in Lésung gehen, und dem alkaliunléslichen Kohlen- 
hydratanteil der fibrillaren Bestandteile zu differenzieren gestattet, ist 
die gravimetrische Bestimmung der . alkaliloslichen Grundsubstanz“ ein 
gutes Kriterium fiir die Menge der im Bindegewebe vorhandenen Grund- 
substanzanteile. 


2. Fraktionierte Analyse der Grundsubstanz 

Der alkalische Extrakt wurde nach verschiedenen Methoden weiter 
untersucht. 

Um Angaben iiber die Menge der Mucopolysaccharide zu erhalten, 
wird der Gehalt an Hexosaminen bestimmt. Hierzu werden die 
Mucopolysaccharidé in einem aliquoten Teil des alkalischen Extraktes 
zunichst mit Athanol quantitativ gefallt (Endkonzentration 90%), ge- 
wogen und nach salzsaurer Hydrolyse die Aminozucker quantitativ 
bestimmt. 


Bei der Hydrolyse von Mucopolysacchariden muB8 man Bedingungen wahlen, 
unter denen einerseits die glucosidischen Bindungen quantitativ gedffnet werden, 


8 W. GraBmann, Beitr. Silikoseforschung, Sonderband 1, 137 [1956]; 
J. A. MoB, Biochem. J. 61, 151 [1955]. 
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andererseits jedoch die Destruktion der Aminozucker in méglichst niedrigen 
Grenzen bleibt®. Besonders giinstig ist 4stdg. Einwirkung von 5-n. HCl bei 100°?°. 

Zur Erkennung und Bestimmung der beiden 2-Aminohexosen ist die Farb- 
reaktion nach Elson und Morgan die gebrauchlichste und zuverlassigste. Sie 
ist auf Glucosamin und Galaktosamin in gleicher Weise anwendbar, da beide 
Aminozucker bei der Reaktion gleiche Farbintensitat entwickeln!. Diese Reaktion 
eignet sich jedoch nur unter bestimmten Voraussetzungen fiir eine quantitative 
Bestimmung. Die Anwesenheit anderer Kohlenhydrate, Aminosauren, primérer 
Amine, Pyrrol- oder Indolderivate, mit welchen in Gewebshydrolysaten oder in 
Hydrolysaten von Gewebsextrakten stets zu rechnen ist, verursacht Stérungs- 
moglichkeiten durch Bildung anderer Chromogene. Daher gibt die Elson-Morgan- 
Reaktion in den meisten Fallen zu hohe Werte!” (bis zu 100% nach Boas?®) und 
kann daher auch in Abwesenheit von Aminohexosen positiv ausfallen!*, Diese 
Stérung kann durch die Anwendung der Papierchromatographie oder durch Chro- 
matographie an Austauschersiulen vermieden werden. 


Fir den vorliegenden Zweck eignete sich am besten die Anwendung 
von Kationenaustauschersiulen. Sie gestattet eine zuverlassige Abtren- 
nung neutraler und saurer Hydrolysenprodukte von den Hexosaminen, 
auf deren Entfernung im vorliegenden Fall nicht verzichtet werden 
durfte, da die auch in Hydrolysaten von BlutgefaéBen nachweisbaren 
Neutralzucker und Aminosauren Storungen der Elson-Morgan- Reak- 
tion verursachen. 

Neben der Bestimmung der Gesamthexosamine ist eine getrennte 
quantitative Bestimmung von Glucosamin und Galaktos- 
amin vorteilhaft, da hierdurch nicht nur Aufschliisse tiber das Mengen- 
verhaltnis der Mucopolysaccharide vom Glucosamintyp und Galaktos- 
amintyp erhalten, sondern auch Vorhandensein oder Fehlen einzelner 
Mucopolysaccharide ausgeschlossen bzw. wahrscheinlich gemacht werden 
k6onnen. 


Fir eine getrennte Bestimmung von Glucosamin und Galaktosamin sind in 
letzter Zeit verschiedene Vorschlige gemacht worden. Die Tatsache, daB Natrium- 
tetraborat die bei der Elson-Morgan-Reaktion entstehenden Farbkomplexe 
teilweise in ihrer Entwicklung hemmen kann, ist von Tracey" ausgeniitzt worden. 
Allerdings sind die Grundlagen dieser Reaktion noch wenig erforscht, und auBer- 
dem gibt die Angabe, daB die Farbbildung beim Glucosamin um 25%, beim 
Galaktosamin jedoch um 50° durch den Boratzusatz gehemmt wiirde, nur einen 
ungefaihren Wert, der jedesmal genau bestimmt werden muB. 


® Vgl. hierzu N. F. Boas, J. biol. Chemistry 204, 553 [1953]; J. P.Johnston, 
A. G. Ogston u. J. E. Stanier, Analyst 76, 88 [1951]; K. Meyer, Advances 
Protein Chem. 2, 256 [1945]. 

10 Pp. W. Kent u. M. Stacey, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 3, 
641 [1949]. 

11 F, Zuckerkandl u. L. Messiner-Kleberma8, Biochem. Z. 286, 19 
[1931]; Z. Dische u. E. Borenfreund, J. biol. Chemistry 184, 517 [1950]; 
M. V. Tracey, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 17, 159 [1956]; Biochem. J. 
49, Proc. XX [1951]. 

12 ©, D. Sideris, H. X. Joung u. B. H. Kraus, J. biol. Chemistry 126, 233 
[1938]; D. Aminoff, W. T. J. Morgan u. W. M. Watkins, Biochem. J. 46, 426 
[1950]; 51, 379 [1952]. 

13 T, Immers u. E. Vasseur, Nature [London] 165, 898 [1950]; Acta chem.. 
scand. 6, 363 [1952]. ' 
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Eine papierchromatographische Trennung ist von Fischer und Nebel** 
angegeben worden, bei der Glucosamin und Galaktosamin in Pyridin/Essigester/ 
Wasser/Eisessig (5:5:3:1) getrennt und nach Reduktion mit Triphenyltetra- 
zoliumchlorid identifiziert und quantitativ bestimmt werden. Die Genauigkeit der 
Methode liegt jedoch in der auf Papierchromatogrammen iiberhaupt erreichbaren 
GréBenordnung und leidet weiterhin durch die Temperaturabhangigkeit der 
Formazanbildung. Der Fehler wird fiir die Mikrobestimmung mit 10% angegeben. 

1953 wurde von Gardell!5 auf die Méglichkeit hingewiesen, Glucos- 
amin und Galaktosamin durch fraktionierte Elution mit 0,3-n. HCl auf 
Kationenaustauschersiulen zu trennen und quantitativ zu bestimmen. 
Diese Methode erfordert zwar einen gewissen zeitlichen und apparativen 
Aufwand, liefert jedoch unter Einhaltung der angegebenen Bedingungen 
genaue und einwandfrei reproduzierbare Werte. Fir die Bindegewebs- 
bestimmung erschien sie daher besonders geeignet. 
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Durchlaufvolumen (ml) > 
Abb. 1. Abb. 2. 
Abb. 1. Saulenchromatographische Trennung von 325 y Glucosamin-hydrochlorid 
und 165 y Galaktosamin-hydrochlorid an Dowex 50. 


Zur Chromatographie wurden 0,3 ml einer Lésung aufgetragen, die 980 > 
Glucosamin-hydrochlorid und 500 » Galaktosamin-hydrochlorid* enthielt. 
a) Glucosamin-hydrochlorid Ber. 320 y Gef. 325 y = 101,5% 
b) Galaktosamin-hydrochlorid Ber. 166 » Gef. 165 y = 99,0% 


Abb. 2. Glucosamin- und Galaktosaminbestimmung im Aortenhydrolysat durch 
siulenchromatographische Trennung an Dowex 50. 


Aorta 604: 83,18 mg (fettfreies Trockengewebe) 
a) Glucosamin: 389 y, b) Galaktosamin: 176 y. 


Der Grad der durch die Chromatographie erreichten Trennung wird 
bei jeder Bestimmung kontrolliert und 148t sich durch Anlegen einer 
,,.Durchlaufkonzentrationskurve‘‘ anschaulich darstellen. Die maximal 


14 F. G. Fischer u. H. J. Nebel, diese Z. 302, 10 [1955]. 
15 §, Gardell, Acta chem. scand. 7, 207 [1953]. 
* Praparativ aus reinem Chondroitinsulfat dargestellt. 
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3% betragende Fehlerbreite der Methode sowie die Anwendung auf 
GefiBwandhydrolysate ist an zwei Beispielen gezeigt (Abb. 1 und 2). 

Stehen nur wenige Milligramm an Untersuchungsgut — wie z. B. 
bei Hiihneraorten — zur Verfiigung, so wird die Menge des alkalischen 
Extraktes so klein, daB eine Alkoholfallung nicht mehr méglich ist 
oder zu ungenaue Werte liefert. In solchen Fallen kann man das Chon- 
droitinsulfat nach Dittmann und Cremer’ sehr genau direkt be- 
stimmen. Es ist jedoch zu beachten, da auch andere saure Mucopoly- 
saccharide, wie z. B. Heparin, spezifisch angefarbt werden und hierbei 
gleiche Mengen héhere Extinktionswerte geben kénnen. Die Aus- 
wertung einer solchen MeBreil. , in der vergleichend Chondroitinsulfat 
und zwei Handelspraparate von Heparin unter gleichen Bedingungen 
und in gleicher Menge untersucht wurden, zeigt Abb. 3. 



































of- 
3 y4 78 Abb. 3. Extinktionswerte gleicher Mengen 
06 7 4 , Heparin und Chondroitinsulfat nach Anfarbung 
“ WM > und Elution des Farbstoffes nach Dittmann 
und Cremer'®, 
02 iy A: Chondroitinsulfat (3,75°4N); B: Vetren 
v : (0,77 mg Heparin/mg, 3,12%N); C: Heparin 
0 wo ©  @ (mit 0,85 mg Heparin/mg, 1,87% N). 
5 ymin 


Es ergibt sich daraus, daB Heparin sehr viel starker farbige Kom- 
plexe mit Gentianaviolett bildet als Chondroitinsulfat, daB also 10 y 
Heparin etwa 30 y Chondroitinschwefelsiure entsprechen. Die Anwend- 
barkeit dieser Methode ist damit auf die Fille begrenzt, bei denen 
neben Chondroitinsulfat keine weiteren metachromatisch bzw. mit Gen- 
tianaviolett farbbaren sauren Mucopolysaccharide vorliegen. 


c) Extraktion und Bestimmung des Kollagens 


Bei der Extraktion des Aortengewebes mit NaOH werden die 
Skleroproteide Kollagen und Elastin nicht herausgelést, da sie bei 
Alkalibehandlung lediglich Quellungserscheinungen zeigen, die in Ab- 
hangigkeit vom py durch Anderung der Affinitat zu Kationen, durch 
Wechsel der Kohasion und osmotische Effekte bedingt sind!7. 

Die relative Unangreifbarkeit des Kollagens 1aBt sich durch Unter- 
suchung des Kollagengehaltes in der Aorta vor und nach Alkalibehand- 
lung zeigen. Aus Tab. 2 geht hervor, da der Kollagengehalt durch 
l5stdg. Einwirkung von 0,5-n. NaOH bei 0° praktisch unverandert 
bleibt. Der mit 0.5% fiir das ,,alkalilésliche Kollagen‘‘ angegebene Wert 


16 G. Dittmannu. H. D. Cremer, Biochem. Z. 327, 368 [1956]. 
17 J. H. Bowes u. R. H. Kenten, Biochem. J. 48, 358, 365 [1948]. 
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bedeutet, daB mehr als 95% des in der Aorta vorhandenen Gesamt- 
Kollagens unter diesen Bedingungen durch die nachfolgende Kollagen- 
bestimmung erfaBt werden. 


Tab. 2: Verainderungen des Kollagengehaltes menschlicher Aorta durch 1]5stdg. 
Einwirkung von 0,5-n. NaOH bei 0°. 


[: Fettfreies Trockengewicht (Ausgangsmaterial). 
I{: Alkoholfallung (alkalilésliche Grundsubstanz) ldstdg. Extraktion mit 3 ml 
0,5-n. NaOH/100 mg, bei 0°, Alkoholfallung mit 9-fachem Vol. Alkohol). 
11L: Alkoholfallung, Kollagengehalt, bezogen auf I = ,,alkalilésliches Kollagen*’. 
IV: Rickstand nach NaOH-Extraktion. 
V: Riickstand, bezogen auf I. 
VI: %-Anteil der alkaliléslichen Grundsubstanz. 








Kollagengehalt in °,, des Trockengewichtes | 








Aorta Nr. I Il | iI | IV | V 
656 27,0 1,64 0,52 35,0 26,2 34,8 
658 20,6 1,58 0,59 28,0 19,8 41,0 





Dies entspricht auch neueren Untersuchungen von Bowes und Kenten'’ 
und MoB8, wonach bei Anwendung von Phosphatpuffern bei py 9 geringe Mengen 
eines ,,alkaliléslichen‘‘ Kollagens, das vermutlich Beziehungen zu dem ,,Tropo- 
kollagen“‘ von GraBmann!® hat, in Lésung geht. Nach Bowes und Kenten be- 
wirkt Alkali bei pg 13 eine Teilhydrolyse geringen Ausmafes in der Weise, dab 
eine geringe Zahl von Guanidogruppen in Ornithin und Harnstoff umgewandelt 
werden und eine noch kleinere Fraktion in Citrullin und Ammoniak. Im ganzen 
resultiert eine geringe Zunahme basischer Gruppen. Unsicher ist noch, oh auch 
Peptid-Bindungen des Prolins und Hydroxyprolins geéffnet werden, wakrend 
die Nichtangreifbarkeit der Hydroxyaminosiauren Serin, Threonin und Hydroxy- 
lvsin gesichert erscheint. 

Um das Kollagen quantitativ aus dem Gewebe zu extrahieren, 
sind verschiedene Lésungsmittel vorgeschlagen worden: 0,3-m. Tri- 
chloressigsiure bei 90°1®, Phosphatacetatpuffer bei puo4?° und die 
Extraktion mit Wasser nach Umwandlung des Kollagens in Gelatine 
unter Druckerhitzung. Diese von Neumann und Logan sowie von 
Spencer und Mitarbb.”! empfohlene Methode hat den Vorteil, daB das 
Kollagen gleichzeitig von dem durch Druckerhitzung nicht angegriffenen 
Elastin getrennt wird. 

Tab. 3 zeigt die einzelnen Schritte der Kollagenbestimmung: Der 
nach alkalischer Extraktion des fettfreien Trockengewebes verbleibende 
Riickstand wird im Autoklaven einer dreimaligen Druckerhitzung unter- 
worfen und gleichzeitig mit Wasser extrahiert. Der waBrige Autoklav- 

18 W. GraBmann, Z. Naturforsch. 9b, 513 [1954]; W. GraBmann u. 
K. Kithn, diese Z. 801, 1 [1955]. 

19 §. M. Fitsch, Nature [London] 176, 163 [1955]. 

20 J, Gross, Proc. nat. Acad. Sci. USA 41, 1 [1955]. 

21 R. E. Neumann u. M. A. Logan, J. biol. Chemistry 184, 299; 186, 549 
[1950]; H. C. Spencer, S. Morgulis u. V. M. Wilder, ebenda 120, 257 [1937]. 
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Tab. 3. Ermittlung des Kollagengehaltes (mg) im Aortenbindegewebe 
(in Klammern: °% des fettfreien Trockengewebes). 
I: Alkalilésliche Grundsubstanz. 

II: Fettfreies Trockengewebe nach alkalischer Extraktion (0,5-n.NaOH, 15 h, 0°). 

Iif: ,, Autoklav-Extrakt‘‘ (Extraktion von II mit 3-mal 5ml H,O je 4h, 6 atii, 
164°, Trocknen des waBrigen Extraktes bei 80°). 

IV: Kollagengehalt in III — Autoklav-Extrakt (Hydrolyse von IIT 24h, 6-n.HCi, 
110°, Hydrolysat 1: 200 verdiinnt, Bestimmung des Hydroxyprolingehaltes 
nach Neumann und Logan). 








Fettfreies 
Trockengewebe I in int IV 
Aorta Nr. 625 . . 98,7 39,5 59,2 37,0 21,8 
(40,1) (59,9) (37,5) (22,1) 
(26:5... we). 2 5s 104,6 43,6 61,0 32,7 23,9 
(41,7) (58,3) (30,4) (23,3) 

















extrakt wird zur Trockne gebracht, 24 Stdn. mit Salzsiure hydrolysiert 
und im Hydrolysat der Hydroxyprolingehalt bestimmt. Hieraus ]aBt sich 
der Kollagengehalt berechnen; dabei wurde ein Hydroxyprolingehalt 
des Kollagens von 13,5% zugrunde gelegt. 


Der Hydroxyprolingehalt des Kollagens (bzw. der Gelatine) wurde von ver- 
schiedenen Autoren!??!—24 zu 10—14,7% bestimmt. Andere Bestimmungsver- 
fahren, wie z. B. die Fallung der gebildeten Gelatine mit Tannin, sind ungenau, 
da die Fallung nicht quantitativ ist (Spencer u. Mitarbb., |. c.24). Die daraus 
sich ergebende Méglichkeit, aus dem Hydroxyprolin das Kollagen quantitativ zu 
bestimmen, gewinnt dadurch an Wert, dafi die iibrigen Proteine des Aortenbine- 
gewebes einen sehr viel geringeren Gehalt an Hydroxyprolin aufweisen (Elastin 
1,4—1,9%?1)24, Grundsubstanz weniger als 1°% [s. o.]). 


d) Bestimmung des Elastins 


Der nach der Druckerhitzung im Autoklaven verbleibende Riick- 
stand enthalt das gesamte Elastin, dessen Bestimmung nach verschie- 
denen Methoden méglich ist, unter denen jedoch die gravimetrische Be- 
stimmung die zuverlassigsten Werte ergibt, sofern der Riickstand einer 
weiteren Reinigung unterworfen wurde. 


Fir die Darstellung des Elastins aus dem Ligamentum nuchae geben Par- 
tridge, Davis und Adair? einen Aufarbeitungs- und Reinigungsgang an, der 
eine Extraktion der Proteine mit 1-proz. Kochsalzlésung, zweimalige Extraktion 
des Kollagens im Autoklaven, Lipidextraktion mit Athanol und Ather und noch- 
malige Behandlung im Autoklaven umfaBt und zu einem sehr reinen Elastin- 
praparat fiihrt. Ebenso bestimmen Harkness, Harkness und McDonald?¢ den 


22 K. H. Gustavson, Acta chem. scand. 8, 1298 [1954]; Nature [London] 
175, 70 [1955]. 

23 K. Lang, diese Z. 219, 148 [1933]. 

24 EK. Waldschmidt-Leitz, Chemie d. EiweiSkérper, S. 150; Enke-Verlag 
Stuttgart, 1957. 

* §. M. Partridge, H. F. Davis u. G.S. Adair, Biochem. J. 61, 11 [1955]. 

26M. L. R. Harkness, R. D. Harknessu. D. A. McDonald, J. Physiology 
127, 28 [1955]. 
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Elastingehalt der Aorta nach Entfernung des Kollagens durch 45 Min. lange Druck- 
erhitzung auf 95° und Waschen des Riickstandes mit n/10-NaOH. 

Der hier geschilderte Aufarbeitungsgang des Aortenbindegewebes, 
bei dem das Elastin als unléslicher Riickstand anfallt, hat mit dem 
von Partridge, Davis und Adair empfohlenen Verfahren grobe 
Ahnlichkeit; wir fihrten die gravimetrische Bestimmung nach Behand- 
lung des Riickstandes mit n/10-NaOH, Neutralwaschen und Trocknen 
durch. Die Bestimmung des Hydroxyprolingehaltes bringt keine wei- 
teren Vorteile, da der Hydroxyprolingehalt des Elastins von nur 1—2% 
eine zu unsichere Grundlage fiir eine quantitative Bestimmung abgibt. 


II. Durehfiihrung der Bindegewebsanalyse 
Das Prinzip des Analysenganges zeigt nachfolgendes Schema: 


Aorta 
(Frischgewebe) 
Extraktion | 
ae Alkohol, Ather) 
: = Aortengewebe 
Gesamtlipide (fettfrei, trocken) > Hydrolyse 
| | | 
Lipid- Extraktion (0,5-n.NaOH) Glucosamin- 
fraktionierung So SS und 
Z Ae Galaktosamin- 
Alkaliextrakt Riickstand Bestimmung 
(Grundsubstanz) 
/ | \s | 
kolorim. Schwefel- Alkohol- Autoklav (Wasserdampf, 
Chondroitin- analyse _ fallung 6 atii, 164°) 
‘ sulfat- Y 
Bestimmung Hydrolyse Extrakt Riickstand 
t 4 1 
Hexosamin- Hydrolyse Reinigung 
Bestimmung i} Ae 
Hydroxyprolin- [Hydro- ‘Trock- 
Bestimmung lyse nung 
(Kollagen) 1 (Elastin) 
Hydroxyprolin- 
Bestimmung ] 
(Elastin) 


Hexosaminbestimmung: Zu 98,8 (97,5; 121,1) mg fettfreien und im Vak. 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknetem Aortengewebe werden in kleinen ‘Zentri- 
fugenglisern 3 ml 0,5-n.NaOH gegeben und unter gelegentlichem Umschiitteln 
15 Stdn. bei 0° stehengelassen. AnschlieBend wird zentrifugiert und vom Uberstand 
2 ml fiir die weiteren Bestimmungen abpipettiert. Der Riickstand wird’ dreimal 
mit 10 ml Wasser gewaschen, dann mit nochmals 10 m/l Wasser iiber Nacht bei 0° 
stehengelassen, bis zur Neutralitat des Waschwassers gewaschen, getrocknet und 
gewogen: 63,6 (52,6; 62,7) mg. Die so ermittelte Extraktionsmenge: 35,6 (44,9; 
58,4) mg, wird als ,,alkalilésliche Grundsubstanz* bezeichnet. 

2 ml des alkalischen Extraktes werden mit 2-n.Essigsiure neutralisiert und 
mit 45 ml 98-proz. Athanol gefallt: Das Prazipitat: 23,3 (38,9; 33,0) mg, wird ab- 
zentrifugiert, getrocknet und zur Hydrolyse eingewogen: 13,7 (17,8; 16,4) mg. 

12* 
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Diese erfolgt waihrend 4 Stdn. mit 6-n.HCl bei 100° (1 m/ HCl auf 10 mg Nieder- 
schlag). Das Hydrolysat wird zur Trockne gebracht. Die Entfernung der un. 
spezifischen Chromogene erfoigt auf einer in folgender Weise vorbereiteten Aus 
tauschersiule: Saulen mit einem Durchmesser von 0,6 cm und 8 cm Lange werden 
unter einem Druck von 30 Torr mit in 5-n.HCl suspendiertem DOWEX 50 
(minus 400 meshes, Vernetzungsgrad 8) 5 cm hoch gefiillt und mit Wasser neutral! 
gewaschen. Auf die so vorbereiteten Saiulen wird das in 0,3 ml Wasser aufgenommene 
Hydrolysat aufgetragen und nacheinander zuerst mit Wasser, dann mit 2-n.H(' 
eluiert. Von dem waBrigen Eluat werden in einem Mef8kélbchen 10 ml, von dem 
salzsauren Eluat in 2 MeBkélbchen je 5 mi Eluat aufgefangen. Die ersten 5 m/ 
des salzsauren Eluats enthalten das gesamte Hexosamin, wenn im Hydrolysat nicht 
mehr als 300—400 » Hexosamine vorlagen. 

Zur Durchfiihrung der Elson-Morgan-Reaktion werden je 1 ml des waBrigen 
und des ersten und zweiten salzsauren Eluates in ein 10-ml-Me8kélbchen pipettiert 
und die Elson-Morgan-Reaktion nach Boas durchgefiihrt: 32,5 (49,0; 127,0) > 
Hexosamin-hydrochlorid/1 m/ Eluat in der ersten salzsauren Fraktion = 162,0 
245,0; 635,0) y Hexosamin-hydrochlorid/Einwaage. Blind- und Testwerte zwischen 
10,0 und 50,0 y, von denen ein zweiter 50-)-Wert als Kontrollwert ebenfalls eine 
Austauschersiule passiert hat, miissen in gleicher Weise behandelt werden. Um 
gleiche Salzkonzentration in allen Me8kélbchen zu erzielen, wird zu den waBr. 
Eluaten, den Blind- und Testwerten an Stelle der 4-n.NaOH 4-n.NaCl gegeben. 


Kollagenbestimmung: Die nach der NaOH-Extraktion neutral ge- 
waschenen, getrockneten und gewogenen Aorten werden fiir die folgende Messung 
des Kollagengehaltes in kleinen, mit einer Kapillare verschlossenen Zentrifugen- 
rodhrchen dreimal mit 5 ml Wasser im Autoklaven bei 6 atii und 164° fiir 3 Stdn. 
einer Druckerhitzung unterworfen. Die jedesmal abzentrifugierten Extrakte werden 
vereinigt und in vorgewogenen Spitzkolben bei 100° zur Trockne gebracht (,,Auto- 
klav-Extrakt“‘): 34,6 (32,0; 40,5) mg, und mit 3 m/ 6-n.HCl 24Stdn. bei 110° hydro- 
lysiert. Die Hydrolysate werden dann ohne weitere Vorbehandlung in MeBkolben 
auf 200 ml verdiinnt, filtriert und von dem Filtrat je 1 ml zur Hydroxyprolin- 
bestimmung verwandt: 13,1 (14,9; 14,8) » Hydroxyprolin/ml. Fir jede Bestim- 
mung ist die Anlage einer gesonderten Eichkurve erforderlich, die fiir Hydroxy- 
prolin in Konzentrationen zwischen 5 und 25 y/m/ verwendet wird. Bei der Um- 
rechnung von Hydroxyprolin auf Kollagen wurde der Faktor 7,4 zugrunde gelegt: 
23,3 (22,0; 21,9) mg. 

Elastinbestimmung: Der nach Druckerhitzung verbleibende Riickstand 
wird 45 Min. bei 95° mit n/10-NaOH behandelt, neutral gewaschen und im Ex- 
sikkator tiber P,O; bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und gewogen: 27,6 (20,6; 
18,7) mg. Soll eine Hydroxyprolinbestimmung angeschlossen werden, wird mit 
6-n.HCl hydrolysiert und wie bei der Kollagenbestimmung verfahren. 

Getrennte Bestimmung von Glucosamin und Galaktosamin: Saulen 
von einer Linge von 35—40 cm und einem Durchmesser von 0,6—0,7 cm werden 
mit in 5-n.HCl suspendiertem DOWEX 50 (minus 400 meshes, Vernetzungsgrad 8) 
unter einem Druck von 30 Torr gefiillt und anschlieBend mit 0,3-n.HCl so lange 
gewaschen, bis die Salzsiurekonzentration in Einlauf und Durchlauf gleich ist. 
Die Saule ist dann gebrauchsfertig. 

Eine getrennte Bestimmung von Glucosamin und Galaktosamin nach Gardell 
wurde an Direkthydrolysaten des fettfreien Trockengewebes durchgefihrt. Solche 
Aortenhydrolysate, die bis 500 y von jeder Komponente enthalten kénnen, wurden 
in 0,3 ml 0,3-n.HCl aufgetragen und die Siule mit 0,3-n.HCl eluiert. In einem 
Fraktionssammler werden Einzelfraktionen von 0,5 ml aufgefangen. Glucosamin- 
und Galaktosamingipfel liegen scharf voneinander getrennt und erscheinen nach 
einem Durchlaufvolumen von 40—70 ml, so da® fiir jede Bestimmung etwa 
200 Fraktionen aufgefangen und getestet werden miissen. Fiir die Elson-Morgan- 
Reaktion wird zu jeder in dickwandigen Reagenzglisern aufgefangenen Einzel- 
fraktion 1 ml einer 3-proz. Acetylacetonlésung in 1,25-n.Na,CO, gegeben, wobei 
der pa-Wert gleichzeitig auf 9—10 gebracht wird, und 1 Stde. im Wasserbad bei 
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96° erhitzt. Nach Abkiihlen werden 10 ml 96-proz. Alkohol und danach 1 ml Ehr- 
lichs Aldehydreagenz zugegeben. Der Inhalt der Réhrchen wird dann mittels eines 
durch eine Kapillare geleiteten Luftstroms sorgfiltig durchmischt und 1 Stde. 
stehengelassen. Photometriert wird mit Filter 52/53 im Elco II. Eich- und Leer- 
werte miissen fiir jede Bestimmungsserie vorliegen. 

Die Gesamtmenge an in einer Probe enthaltenem Glucosamin und Galaktos- 
amin erhalt man durch Addition aller zu einer Komponente gehérenden MeBwerte. 
Aorten-Hydrolysat (60,8 mg fettfreies Trockengewicht) im Exsikkator iiber H,SO, 
und NaOH trocknen, in 0,3 ml 0,3-n.HCl lésen, auftragen. Vorfraktion 60,5 ml. 
Vom Durchlaufvolumen 61,0 ml ab, Durchfiihrung der Elson-Morgan-Reaktion in 
(,5-ml-Fraktionen des Eluats. Frakt. 1—27 (61,0—74,5 ml) negativ. Frakt. 28—38 
(75,0 —80,0 ml) Glucosamin (7,0; 12,0; 15,0; 21,0; 10,5; 20,5; 16,5; 12,5; 6,0; 6,0; 
4,5). Frakt. 39—43 (80,5—82,5 ml) negativ. Frakt. 44—54 (83,0—85,0 ml), 
CGalaktosamin (5,0; 7,5; 12,0; 12,5; 13,0; 12,5; 7,0; 5,0; 6,0; 4,0 y), Glucosamin 
132,0 y, Galaktosamin 97,0 y. 

Kolorimetrische Chondroitinsulfatbestimmung: Je eine fettfreie ge- 
trocknete Hithneraorta (58,5; 66,1; 51,3 mg) wird mit 3 ml 0,5-n.NaOH 15 Stdn. 
hei 0° extrahiert. Nach Zentrifugieren werden von dem NaOH-Extrakt je 2 x 0,05 ml 
auf 3X1 cm grofe Stiickchen Chromatographiepapier aufgetragen und bei 110° 
getrocknet. Farbung und Kolorimetrie nach Dittmann und Cremer (34,9; 43,5; 
36,0 y Chondroitinsulfat /0,1 ml). Der Chondroitinsulfatgehalt wird auf 3 ml NaOH- 
Extrakt berechnet (2,02; 2,23; 1,84 mg). 

Diese kolorimetrische Methode kann durch eine Schwefelbestimmung 
des alkalischen Extraktes erginzt werden. Hierzu miissen drei bis fiinf bei 110° 
getrocknete Alkaliextrakte vereinigt werden. Nach nasser Veraschung wird eine 
gravimetrische Bariumsulfatbestimmung nach Lugg?’ durchgefihrt. Bei der Be- 
rechnung des Chondroitinsulfates aus der Schwefelanalyse wird ein Schwefelgehalt 
von 6% zugrunde gelegt (2,16 mg Chondroitinsulfat). 


Zusammenfassung 

Es wird eine Methode zur Analyse des GefaBbindegewebes be- 
schrieben, die eine gleichzeitige quantitative Bestimmung der wesent- 
lichen Bindegewebskomponenten erlaubt. Als charakteristische Bestim- 
mungsgr6Ben werden Glucosamin und Galaktosamin, die essentiellen 
Bestandteile saurer und neutraler Mucopolysaccharide der struktur- 
losen Grundsubstanz, sowie Kollagen und Elastin, die Hauptbestand- 
teile der kollagenen und elastischen Fasern, angesehen. Die Methoden 
zu ihrer quantitativen Bestimmung werden beziiglich ihrer Anwend- 
barkeit auf das GefaBbindegewebe gepriift und ihre Brauchbarkeit an 
Analysenbeispielen dargestellt. 

Summary 

A method of analysis of connective tissue of blood vessels is des- 
cribed. A quantitative determination simultaneously of the essential 
components of connective tissue is possible. As characteristic substances 
for the analysis are taken: glucosamine and galactosamine, essential 
constituents of acidic and neutral mucopolysaccharides of the structure- 
less ground substance; collagen and elastin, chief components of collagen 
and elastin fibers. The methods of analysis for these four substances are 
tested on connective tissue of blood vessels and their usefulness demon- 
strated by examples. 


27 J. W. H. Lugg, Biochem. J. 82, 2114 [1938]. 
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Untersuchungen zur Chemie der Arterienwand, II? 
Arteriosklerotische Veranderungen 
am Aortenbindegewebe des Menschen 


Von 


Eckhart Buddecke 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Gi+Ben 
(Direktor Prof, Dr. Dr. G. Weitzel) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. November 1957)} 


Im Verlaufe angiochemischer Untersuchungen tiber die Arterio- 
sklerose haben Tierexperimente, Stoffwechseluntersuchungen und che- 
misch-analytische Befunde ausgedehnte Kenntnisse tiber die fett- 
chemische Zusammensetzung und den Lipidstoffwechsel der GeféBwand 
vermittelt. Dagegen fehlen entsprechende Untersuchungen fiir das 
bindegewebige Grundgeriist der Arterien fast vollig, obwohl auf Grund 
morphologischer Befunde seit langem bekannt ist, daB arteriosklero- 
tische Veranderungen des GefaiBbindegewebes als charakteristische und 
regelmaBige Merkmale anzusehen sind und die Lipide trotz ihrer er- 
wiesenen Bedeutung nur ein Teilproblem des arteriosklerotischen Ge- 
schehens darstellen. Zudem kénnen arteriosklerotische Friihformen auch 
ohne Lipideinlagerungen auftreten, und unter bestimmten experimen- 
tellen Bedingungen, wie z. B. bei chronischem Pyridoxinentzug, resul- 
tieren Arterioskleroseformen, an denen nur das GeféBbindegewebe be- 
teiligt ist?. 

Aus diesen Griinden wurden quantitative Untersuchungen iiber 
die chemische Zusammensetzung des GefiBbindegewebes unter beson- 
derer Beriicksichtigung der Arteriosklerose durchgefiihrt. Da das GefaB- 
bindegewebe aus verschiedenen fibrillaren Elementen und der struktur- 
losen Grundsubtanz* aufgebaut und somit chemisch uneinheitlich ist, 
erstreckte sich die Untersuchung auf einzelne charakteristische Inhalts- 
stoffe bzw. Bestimmungsgr6éBen, unter denen die Skleroproteide K ol- 


1 J. Mitteil.: E. Buddecke, diese Z.310, 171 [1958]; auszugsweise vorgetragen 
am 27. 9.57 auf der Tagung der Deutschen und Schweizerischen Physiologischen 
Chemiker in Basel. 

2 J. F. Rinehartu. L. D. Greenberg, Amer. J. clin. Pathol. 85, 481 [1949]; 
Arch. Pathology 51, 12 [1951]; Amer. J. clin. Nutrit. 4, 318 [1956]. 

* Der Begriff ,,strukturlose Grundsubstanz‘‘ des Bindesgewebes ist der Mor- 
phologie entlehnt. Chemisch handelt es sich hierbei vorwiegend um zwischen 
Zellen und Fasern gelegene, lichtoptisch strukturlos erscheinende kohlenhydrat- 
haltige EiweiBstoffe — Glykoproteide —, die als prosthetische Gruppe saure 
und neutrale Mucopolysaccharide enthalten. 
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lagen und Elastin als Hauptbestandteile der kollagenen bzw. elasti- 
schen Fasern und die Gesamt-Hexosamine sowie Glucosamin und 
Galaktosamin als integrierende Bestandteile der sauren Mucopoly- 
saccharide der strukturlosen Grundsubstanz quantitativ bestimmt 
wurden. 


Literatur: Vollstindige quantitative Angaben iiber den Gehalt an Kollagen, 
Elastin und strukturloser Grundsubstanz fiir die normale und arteriosklerotische 
menschliche Arterienwand liegen bisher noch nicht vor. Neumann und Logan® 
fanden bei verschiedenen Tierspecies fiir die Aorta Werte, die fiir das Kollagen 
im Arcus aortae bei Rind, Schwein und Ratte zwischen 16 und 25,6% und fiir 
das Elastin zwischen 37,8 und 57,1% lagen. Die groBen Schwankungen, die zwischen 
den einzelnen Species bestehen, scheinen jedoch innerhalb der gleichen Art in den 
verschiedenen Abschnitten des Gefaifsystems vorhanden zu sein; so sinkt nach 
Harkness, Harkness und McDonald‘ der Elastingehalt bei Hunden von etwa 
60% in der Aorta thoracica bis auf etwa 30% in der Aorta abdominalis. DaB die 
Aminosiurezusammensetzung des Elastins im Aortengewebe auch unter patho- 
logischen Verhaltnissen nur geringen Schwankungen unterworfen ist, zeigten Lan - 
sing und Mitarbb.°. Allerdings fiel auf, daB der Gehalt an Aminodicarbonsiuren 
hei alteren Individuen etwas héher liegt als bei jiingeren. Lansing, Rosenthal 
und Alex® fanden in der isolierten Media der menschlichen Aorta zwischen 
1 und 20 Jahren einen durchschnittlichen Elastingehalt von 48%, vom 30. Lebens- 
jahr an jedoch nur noch einen Mittelwert von 41%, bezogen auf die fettfreie und 
getrocknete Media. Die Untersuchungen von Kraemer und Miller’ iiber den 
Elastingehalt des ,,Aortenalbuminoids* erlauben keine direkten Aussagen iiber den 
Elastingehalt menschlicher Aorten. 

Untersuchungen zum Problem, welche der heute bekannten Mucopoly- 
saccharide in der Grundsubstanz der Aorta vorhanden sind, wurden erst in 
neuerer Zeit in Angriff gnommen, obwohl die Anfange schon iiber 50 Jahre zuriick- 
liegen. Schon 1898 hatte Krakow® gefunden, da8 eine mit dem fiir bestimmte 
pathologische Zustinde typischen Amyloid identische oder diesem doch sehr nahe- 
stehende Substanz auch normalerweise in der Aorta des Menschen vorkommt, und 
gab auf Grund der Elementaranalyse folgende Zusammensetzung an: C 50,5; 
H 7,2; N 13,8; S 2,5%. Diese Angabe wurde wenige Jahre spiter durch Neuberg® 
bestiitigt, der nach Extraktion mit Barytwasser aus Aorten eine Verbindung sehr 
aihnlicher Zusammensetzung isolieren konnte: C 49,1; H 7,2; N 14,4; S 2,3%. 

Der Schwefelgehalt als Charakteristikum fiir die Anwesenheit und Menge 
sulfathaltiger Mucopolysaccharide wurde auch spiter mehrfach untersucht und 
eine quantitative Abhaingigkeit vom Lebensalter des entsprechenden Organismus, 
u.a. von Biirger!®, festgestellt. Hiernach erreicht der Schwefelgehalt der Aorta 
beim Menschen, der zwischen dem 6. und 13. Lebensjahr 0,658% des Trocken- 
gewichtes betrigt, schon zwischen dem 25. und 33. Lebensjahr einen Durchschnitts- 


wert von 0,919%. 


3 R. E. Neumann u. M. A. Logan, J. biol. Chemistry 186, 549 [1950]; 184, 
299 [1950]. 

4M. L. R. Harkness, R. D. Harkness u. D. A. McDonald, J. Physiology 
127, 28 [1955]. 

5 A.J. Lansing, E. Roberts, G. B. Ramasarma, T. B. Rosenthal u. 
M. Alex, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 76, 714 [1951]. 

6 A. J. Lansing, T. B. Rosenthal u. M. Alex, J. Geront. 5, 112 [1950]. 

7 D. M. Kraemer u. H. Miller, Arch. Pathol. 55, 70 [1953]. 

8 M. Krakow, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. u. Pharmakol. 40, 
195 [1898]. 

9 A. Neuberg, Verh. dtsch. Ges. Pathol. 1904, 19. 

10 M. Biirger, Verh. dtsch. Ges. inn, Med. 51, 97 [1939]. 
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in den Aorten von Pferden beobachtete, vermutete als Ursache eine Einlagerun;: 
bzw. Neubildung von Chondroitinsulfat. Von Stallmann?? wurde Chondroitin 
sulfat dann in Form des Bariumsalzes isoliert, ohne daB jedoch durch Baustein- 
analyse der schliissige Beweis fiir das Vorliegen reinen Chondroitinsulfats erbracht 
werden konnte. 

1951 berichteten Meyer und Rapport’ in einer ersten Mitteilung iiber das 
Vorhandensein von Chondroitinsulfat B und C in der Aorta. Nach neueren ex 
perimentellen Ergebnissen von Meyer und Mitarbb.', die im Rahmen einer zu- 
sammenfassenden Ubersicht iiber die sauren Mucopolysaccharide des Bindegewebes 
mitgeteilt wurden, gehért die Aorta noch zu den Organen, die beziiglich ihres 
Gehaltes an sauren Mucopolysacchariden nur unvollstaindig charak- 
terisiert werden kénnen. Saure Mucopolysaccharide sind in der Aorta zu etwa 1°, 
in der, Trockensubstanz enthalten und bestehen zu einem Drittel aus Chondroitin- 
sulfat A (wahrscheinlich auch B) und zu etwa !/, aus Hyaluronsiure, deren Vor- 
handensein in den Herzklappen schon vorher von Deiss und Leon! nachgewiesen 
wurde. Der Rest ist ein noch nicht identifiziertes Gemisch verschiedener saurer 
Mucopolysaccharide, das sowohl] Glucosamin wie Galaktosamin als Aminozucker- 
komponenten und u.a. vermutlich eine sulfatgruppenhaltige heparinihnliche 
Fraktion enthalt. Uber eine praparative Darstellung und Analyse von Mucopoly- 
sacchariden menschlicher Aorten in verschiedenen Lebensaltern wurde kiirzlich 
von Kirk und Dyrbye’® berichtet. Altersunterschiede in der Zusammensetzuny 
der isolierten Gesamtmucopolysaccharide (Hexosamine 24,8%, Uronsiuren 33,3%. 
Sulfat 12,2%, EiweiB 1,6%) wurden jedoch nicht gefunden. 


Eine Reihe weiterer Untersuchungen iiber das Aortenbindegewebe be- 
schiftigt sich nicht mit der Analyse definierter Bausteine, sondern beschrankt sich 
auf die Untersuchung der Gesamtproteine bzw. des Stickstoffgehaltes. So fiihrte 
Schénholzer?? an der Kaninchenaorta nach Extraktion mit Boratpufferlésungen 
eine fraktionierte Fallung mit Ammoniumsulfat zwischen 5 und 70% durch und 
fand, daB eine auf diese Weise gewonnene Konzentrationsfaillungskurve unter 
Normalverhiltnissen etwa konstant verliuft, unter pathologischen Bedingungen 
(Cholesterinfiitterungs-Arteriosklerose) jedoch eine Veranderung der kolloidalen 
KiweiSstruktur (Zunahme der leicht fallbaren Proteine) zwischen 30 und 50°, 
Ammoniumsulfat auffallt. Wenn diese Proteine auch nicht weiter untersucht 
wurden, so konnte doch auf eine Veranderung der kolloidalen Eiwei8strukturen 
geschlossen werden. Eine Abnahme des Stickstoffgehaltes von durchschnittlich 
etwa 15% mit 10 Jahren auf 13% im 6. Dezennium in der Aorta des Menschen. 
bezogen auf das Trockengewicht, deutet Biirger!® so, daB das funktionstiichtige 
GefaiBgewebe durch Einbau undifferenzierter Bindegewebssubstanzen mit relativ 
geringem EjiweiBgehalt ersetzt wird. 


Zum gleichen Ergebnis kommt Hevelke?® bei einer vergleichenden Bestim- 
mung des N- und S-Gehaltes der Aorta (sowie anderer Arterien) des Menschen in 
verschiedenen Lebensaltern. Die Verminderung des N-Gehaltes bildet seiner An- 
sicht nach mit einen indirekten Hinweis auf eine gleichzeitige Zunahme der N- 
armen Mucopolysaccharide. 


11H. Schwarz, Z. ges. exp. Med. 101, 457 [1937]. 
12 B. Stallmann, Z. ges. exp. Med. 101, 175 [1937]. 
13K. Meyer u. M. M. Rapport, Science [Washington] 118, 596 [1951]. 
M4 K. Meyer, E. Davidson, A. Linker u. P. Hoffmann, Biochim. bio- 
physica Acta [Amsterdam] 21, 507 [1956]. 
15 W. P. Deiss u. A. 8S. Leon, J. biol. Chemistry 215, 685 [1955]. 
16 J. E. Kirk u. M. Dyrbye, J. Gerontol. 12, 20, 22 [1957}. 
17 G. Sch6nholzer, Dtsch. Arch. klin. Med. 186, 27 [1940]. 
18 G. Hevelke, Dtsch. Arch. klin. Med. 203, 528 [1956]. 
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Schwarz}, der ein dem Alter proportionales Ansteigen des Schwefelgehaltes 
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Material und Methodik 


Zur Untersuchung gelangten aus dem Sektionsgut des Pathologischen Insti- 
tutes der Universitit GieBen* stammende menschliche Aorten verschiedenen 
Lebensalters und beiderlei Geschlechts. Es wurde wihrend der Sektion ein stets 
identischer Antei! der Aorta thoracica entnommen, der einen etwa 5 cm langen 
CefiBabschnitt (Abgang der 3.—6. Interkostalarterie) — 10cm unterhalb der 
Narbe des Ductus Botalli beginnend — umfafte. Nach praparativer Abtrennung 
anhingenden Fett- und Bindegewebes sowie der lockeren Adventitia wurde die 
Aorta makroskopisch beziiglich des Grades und der Schwere sichtbarer arterio- 
sklerotischer Veranderungen beurteilt, frisch gewogen und bis zur weiteren Auf- 
arbeitung in Aceton gelegt. Bei einem Teil der Aorten wurden — ebenfalls in 
Héhe des Abganges der 3.—6. Interkostalarterie — je zwei bis drei kreisrunde 
Areale von 1,33 qcem Flicheninhalt ausgestanzt und fiir die Untersuchung iiber 
das AusmaB der bindegewebigen Gewichtsverinderung an arteriosklerotischen 
Aorten in gleicher Weise vorbereitet. Fiir eine Aufarbeitung wurden 100—130 mg 
Aortengewebe (Trockengewicht) eingesetzt. Da die manifeste Arteriosklerose keine 
selektive Erkrankung einzelner Schichten darstellt, wurde auch keine getrennte 
Untersuchung von Intima und Media vorgenommen. Die einzelnen Werte beziehen 
sich also stets auf die ganze Aorta, entsprechend der Absicht, eine Gesamt- 
hilanz aller in der Aorta ablaufenden Verinderungen zu erhalten, soweit sie 
Kollagen, Elastin und die strukturlose Grundsubstanz betreffen. Die Bestimmung 
der sauren Mucopolysaccharide (Hexosamine, Glucosamin, Galaktosamin) des 
Kollagens und des Elastins erfolgte nach der schon beschriebenen Methodik!. 


Ergebnisse 


a) Hexosamin-, Kollagen- und Elastingehalt des Aorten- 
bindegewebes des Menschen 

Die in Tab. 1 zusammengestellten Parallelanalysen des Binde- 
gewebes fiir eine nichtarteriosklerotische Aorta beim erwachsenen ge- 
sunden Menschen (24 Jahre, weibl.) hatte zum Ziel, Aufschliisse iiber 
die bindegewebige Zusammensetzung in verschiedenen GefaiBab- 
schnitten der Aorta zu erhalten, wobei in regelmaBigen Abstinden — 
vom Herzen bis zum Durchtritt der Aorta durch das Zwerchfell — 
mit einer Stanze jeweils gleichgroBe Gewebsstiicke entnommen und auf- 
gearbeitet wurden. Zum anderen sollte durch die Ergebnisse entschieden 
werden, welcher Gewebsabschnitt fiir Serienanalysen (siehe b) besonders 
geeignet erschien. Die Ergebnisse der Tab. 1 erlauben Riickschliisse auf 
die Zusammensetzung des Bindegewebes im Bereich des Arcus aortae 
und der Aorta thoracica et abdominalis. 

Uber die strukturlose Grundsubstanz geben die Rubriken 
..alkalilésliche Grundsubstanz‘‘ und Hexosamine Auskunft. Obwohl die 
Absolutwerte fiir die alkalilésliche Grundsubstanz relativ konstant blei- 
ben, steigt doch auf Grund der Abnahme der GefaBwanddicke (Frisch- 
und Trockengewichte). ihr prozentualer Anteil von 27% im Arcus bis 
auf 50% in den herzferneren Bezirken an. Die Hexosamine weisen bei 
nur geringen prozentualen Schwankungen die héchsten Werte im Arcus 


* Herrn Prof. Dr. W. Rotter, Direktor des Pathologischen Institutes, méchte 
ich fiir die freundliche Uberlassung des Untersuchungsgutes meinen verbindlichsten 
Dank aussprechen. 
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Tab. 1. Zusammensetzung des Aortenbindegewebes eines erwachsenen gesunden 












































Menschen. 
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wel | © | SEE | ZZ2 oees] SE) a2 | S2) 55) Sb | s38 | sae 
“rls | & SS /2E |2es#]S | eee [ab ]8 | S2%] 25k | 32% 
5] & f [G2 (SE EIS | SeE] °3 ao fe eee 
< a *S oH wef = ms 
I II III IV v VI |‘ VII | VIII] Ix x xI XII 
1 | A | 384,9 | 101,4] 27,3 | 26,9 | 18,2) 0,49 | 40,0) 25,0) 24,8 | 34,6 | 34,0 
2 | B | 386,0 | 112,9| 37,7 | 33,0 | 17,7] 0,42 | 39,8] 28,1) 24,8 | 35,2 | 31,2 
3. | C | 327,6] 95,4] 28,3 | 30,9 | 13,3] 0,39 | 34,3) 20,2] 21,7 | 31,2 | 33,5 
4 | D]| 297,7| 78,9] 26,3 | 33,4 | 10,9} 0,36 | 28,4) 16,7) 21,1 | 27,2 | 33,6 
5 | E | 282,7| 77,5] 25,8 | 33,3 | 12,4) 0,40 | 32,2)17,1| 22,8 | 26,0 | 33,6 
6 | F | 276,4] 74,7] 26,9 | 36,0 | 13,5) 0,46 | 28,0) 16,9) 22,6 | 23,6 | 32,8 
7 |G 265,5| 60,9] 28,3 | 46,6 | 16,5} 0,43 | 21,1) 13,8] 22,6 | 12,9 | 21,4 
8 | H| 270,1 | 60,2} 30,4 | 50,5 | 18,3} 0,59 | 21,8] 14,2) 23,5 9,6 | 15,7 
A Arcus aortae E Aorta thorac. (Abgang d. 6.—7. 
B Arcus aortae (Ubergang Aorta A. intercost.) 
thoracica) F Aorta thorac. (Abgang d. 9.—10. 
C Aorta thorac. (Abgang d. 1.—2. A. intercost.) 
A. intercost.) G Aorta abdom. (unterhalb Abgang d. 
D Aorta thorac. (Abgang d. 3.—4. Aa. ren.) 


A. intercost.) H Aorta abdom. (2 cm unterhalb G) 


aortae und am Anfang der Aorta abdominalis auf. Auch in den Alkohol- 
fallungen der alkaliléslichen Grundsubstanz kommt dies zum Ausdruck. 

Der Kollagengehalt zeigt in allen Abschnitten ahnliche Werte, 
die héchsten Anteile wurden jedoch wieder im Arcus aortae gemessen. 
Es zeigt sich, daB schon die nach Uberdruckerhitzung im Autoklaven 
gewonnene Extraktmenge einen Anhalt fiir die zu erwartende Kollagen- 
menge gibt und dei etwa 2/, dieses Wertes betragenden Kollagengehalt 
parallel verlauft. 

Das Elastin stellt in den herznahen Aortenabschnitten den 
mengenmabig groBten Anteil der bindegewebigen Bauelemente. Der Ge- 
halt an Elastin sinkt jedoch im Bereich der Aorta abdominalis ab. 

Ein Vergleich der Bindegewebsanalysen in den _ verschiedenen 
Aortenabschnitten ergibt, daB das mit der ,,Windkesselfunktion“ be- 
traute druckelastische System der oberen Aortenabschnitte sich trotz 
absoluter Zunahme der Einzelkomponenten in den herznahen Bezirken 
beziiglich der Mengenkorrelation Grundsubstanz : Kollagen : Elastin als 
relativ konstant erweist. Fiir die folgenden Serienanalysen wurden da- 
her stets Proben aus dem Aortenabschnitt D—E (Bereich des Abganges 
der 3.—6. Interkostalarterie) eingesetzt. 

Aus Tab. 1 sind (in Verbindung mit den Durchschnittswerten eines 
groBeren Untersuchungsgutes aus Tab. 2) Riickschliisse auf die Zu- 
sammensetzung der normalen Aorta méglich, die auch die Grundlage 
fiir einen Vergleich mit pathologisch veriinderten Aorten abgeben. Die 
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hier gefundenen Normalwerte, die in der Aorta des gesunden erwachsenen 
Menschen fir Elastin etwa 30%, fiir Kollagen zwischen 20 und 24% 
und fiir die Hexosamine 0,3—0,4% betragen, liegen in der gleichen 
GréBenordnung wie die fiir verschiedene Versuchstiere gefundenen 
Elastin- und Kollagenwerte (s. o.). Rechnet man den gefundenen Hexos- 
aminwert auf saure Mucopolysaccheide um, so ergibt sich ein Anteil 
von 1,2—1,3% fiir das Trockengewicht der fettfreien Aorta. Dieser Be- 
fund steht in Ubereinstimmung mit einem von Meyer und Mitarbb."4 
fir die Rinderaorta angegebenen Wert, die das Vorhandensein von 
sauren Mucopolysacchariden in der Trockensubstanz auf etwa 1%, 
schatzen. 


b) Hexosamin-, Kollagen- und Elastingehalt des Aorten- 
bindegewebes des Menschen in verschiedenen Arterio- 
sklerosestadien 

Die Frage nach der chemischen Zusammensetzung des Aortenbinde- 
gewebes beim Menschen bei Vorhandensein arteriosklerotischer Ver- 
anderungen wurde an Hand einer analytischen Aufarbeitung von Proben 
aus 50 menschlichen Aorten gepriift. Das Untersuchungsgut wurde zu- 
gunsten einer iibersichtlichen Darstellung der Ergebnisse in drei Gruppen 
eingeteilt, von denen die Gruppe 1 alle Aorten umfaBt, an denen bei 
makroskopischer Betrachtung arteriosklerotische Verainderungen nicht 
wahrzunehmen waren. In Gruppe 2 sind alle Aorten aufgefihrt, in 
denen die Zeichen der beginnenden oder nur schwach ausgepragten 

Arteriosklerose erkennbar waren, bei denen die Intimaherde jedoch eine 

GréBe von 2mal 2mm nicht iiberschritten und héchstens 10% der 

Flache einen arteriosklerotischen Befall zeigten. Gruppe 3 enthilt alle 

Aorten mit schweren und schwersten arteriosklerotischen Verande- 


Tab. 2. Zusammensetzung des Aortenbindegewebes unter Normalverhiltnissen 
und in verschiedenen arteriosklerotischen Stadien beim Menschen (Mittel aus 
50 Aorten). 





























»Alkalilésl. . t 
Grund- H xine ar Kollagen Elastin 
veeccele exosamine 
substanz 
in % des fettfreien Trockengewichtes 
Gruppe 1 : : 34,0 0,31 22,4 28,6 
Mittelwert und Stan- 
dardabweichung . . + 1,3 + 0,07 + 1,5 + 1,4 
Gruppe 2*. . . 37,7 0,54 21,8 22,9 
Mittelwert und Stan- 
dardabweichung . . + 4,3 + 0,15 + 4,1 + 1,7 
Gruppe 3** .... 40,8 0,78 23,0 16,8 
Mittelwert und Stan- 
dardabweichung . . + 6,1 -+- 0,20 + 4,2 + 2,9 


* Durchschnittsalter: 49 Jahre. **: 65 Jahre. 
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rungen, einem meist mehr als 50% der Fliche umfassenden Befall, 
haufigen arteriosklerotischen Geschwiiren und auffallender Wandver- 
dickung. Gewebsabschnitte mit Zeichen dystrophischer Verkalkung 
wurden von der Analyse ausgeschlossen. Diese Ergebnisse mit den 
Durchschnittswerten und Standardabweichungen zeigt Tab. 2. 


Einzelwerte sind aus der Abbildung ersichtlich. 
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Zieht man die Durchschnittswerte fiir nichtarteriosklerotische 
Aorten der Gruppe | als Basis fiir einen Vergleich mit arteriosklerotischen 
Aorten heran, so ergeben sich erhebliche und charakteristische Unter- 
schiede gegeniiber den Normalverhiltnissen. Wiahrend der Elastin- 
gehalt in der nichtarteriosklerotischen Aorta noch um 5—6% hoher 
liegt als der Gehalt an Kollagen, verschiebt sich diese Mengenkorrelation 
mit Beginn und zunehmender Entwicklung einer Arteriosklerose derart, 
da8 schon die ersten arteriosklerotischen Stadien durch ein Absinken 
des Elastingehaltes auf einen Durchschnittswert von 22,9% gekenn- 
zeichnet sind und bei schweren arteriosklerotischen Verinderungen sogar 
meist Werte unter 20% mit einem Durchschnitt von 16,8% gefunden 
werden. 

Sehr kennzeichnende Verainderungen weisen die Werte fir die 
Grundsubstanz — gemessen an der Menge des Alkaliextraktes und 
des Hexosamingehaltes — auf. Die alkalische Grundsubstanz steigt 
mit zunehmender Schwere der Arteriosklerose kontinuierlich an, in 
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Einzelfallen um 5—20%, im Durchschnitt um etwa 10%, was einer 
Absolutvermehrung von 25% entspricht. DaB dieser Anstieg vorwiegend 
auf Kosten der sauren Mucopolysaccharide erfolgt, geht aus den Hexos- 
aminwerten hervor. Hier kommt die Zunahme sehr viel stirker zum 
Ausdruck. Der Wert von 0,54°% Hexosamin entspricht bereits einer 
Vermehrung der Mucopolysaccharide um 40% gegeniiber dem Wert 
von Gruppe 1, wahrend in den schweren arteriosklerotischen Fallen 
(Gruppe 3) mehr als das Doppelte des Ausgangswertes erreicht wird, 
sich der Gehalt der Mucopolysaccharide in der Trockensubstanz der 
Aorta also von einem ,,Normalwert‘‘ von 1,2 auf 3% erhdht hat. 
Diese Vermehrung der Mucopolysaccharide erscheint in besonderem 
Ma8e charakteristisch fiir die im Bindegewebe sivh abspielenden arterio- 
sklerotischen Vorginge und auch die erste fabbare Verinderung iiber- 
haupt zu sein. In einer in den vorstehenden Tabellen nicht aufgefiihrten 
Aorta (26 Jahre, mannl.), die erste Zeichen einer beginnenden Arterio- 
sklerose erkennen lieB, fanden wir bei einem der Gruppe | entsprechenden 
Elastinwert von 29% und einem Kollagenwert von 22% bereits eine 
deutliche Steigerung der Grundsubstanzanteile und des Hexosamins 
auf 0,78%. 

Der Kollagengehalt zeigt in allen drei Gruppen im Durchschnitt 
keine nennenswerten Unterschiede, schwankt aber in der Gruppe 2 und 
namentlich in Gruppe 3 stark. Dies erklart sich aus der oft unterschied- 
lichen bindegewebigen Zusammensetzung der arteriosklerotischen Herde: 
Vorwiegend ,,hyaline“’ Herde enthalten relativ viel Hexosamin, aber 
wenig Kollagen, wahrend ,,sklerotische‘‘ Stellen auf Kosten der Grund- 
substanz mehr Kollagen enthalten, dessen Werte dann diejenigen der 
Gruppe 1 betrachtlich tibersteigen. 

Die Zunahme des Schwefelgehaltes in Abhangigkeit vom Alter 
und dem Grad der Arteriosklerose war bereits bekannt!®. Eine Gegen- 
iiberstellung der Schwefelanalysen der Gruppe 1 mit einer gleichen An- 
zahl von Werten aus Gruppe 3 (Tab. 3) 1aBt besonders deutlich werden, 
daB parallel zum Anstieg der Hexosamine der Schwefelgehalt betracht- 
lich ansteigt, im Durchschnitt um mehr als 100%. 


Tab. 3. Vergleich des Schwefelgehaltes in Aorten der Gruppe | und 3 
(Angaben in % des fettfreien Trockengewichtes). 














Gruppe 1 Gruppe 3 
(arteriosklerosefrei) (schwerste Arteriosklerose) 
Nr. | S-Gehalt Nr. S-Gehalt 
596 0,74 622 1,70 
601 0,48 598 1,68 
591 0,49 558 2271 
298 0,35 656 1,05 
242 0,57 661 1,41 
0,52 1,62 
0,10 + 0,39 
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Die nach dem Grad der Arteriosklerose vorgenommene Aufschliisse- 
lung in verschiedene Untersuchungsgruppen ergibt Durchschnitts- 
werte fiir eine gréBere Zahl einzelner Zustandsbilder. Diese aus Uber- 
sichtsgriinden zweckmaBige Einteilung hat jedoch einige Nachteile: Der 
flieBende Ubergang zwischen nicht befallenen und arteriosklerotischen 
Aorten kommt auf diese Weise nicht zum Ausdruck, und die Inhomo- 
genitét des Untersuchungsgutes innerhalb der einzelnen Gruppen fiihrt 
zu hohen Standardabweichungen der Durchschnittswerte, jedoch lassen 
die graphisch dargestellten Einzelwerte den Unterschied zwischen den 
arteriosklersoefreien und arteriosklerotischen Aorten deutlich erkennen. 
Weiterhin kénnte bei einem Vergleich der Durchschnittsalter in Gruppe 2 
(49 J.) und Gruppe 3 (65 J.) der Eindruck entstehen, daB die Arterio- 
sklerose eine Alterserkrankung sei. Eine Durchsicht der Einzelwerte 
zeigt dagegen, daB in Gruppe 3 z. B. 12 Faille trotz schwerer arterio- 
sklerotischer Erscheinungen mit dem Lebensalter unter dem Durch- 
schnitt der Gruppe 2 liegen, wihrend umgekehrt in Gruppe 2 trotz 
hdheren Lebensalters als der Durchschnitt der Gruppe 3 eine nur leichte 
Arteriosklerose ausgebildet sein kann. Daraus geht hervor, daB die 
Arteriosklerose keine direkten Beziehungen zum Lebensalter 
besitzt. 


c) Bestimmung der Mengenkorrelation von Glucosamin und 
Galaktosamin in der Aorta unter Normalverhdaltnissen 
und bei der Arteriosklerose 


Aus der Vermehrung der Gesamthexosamine laBt sich mit 
Sicherheit auf eine Vermehrung der aminozuckerhaltigen Grundsubstanz 
schlieBen. Sie 1aBt jedoch noch keine Angaben dariiber zu, welche der 
in der Aorta vorhandenen Mucopolysaccharide an dieser Vermehrung 
beteiligt sind, da eine Bestimmung der Gesamthexosamine eine Diffe- 
renzierung zwischen Mucopolysacchariden vom Glucosamin- und Galak- 
tosamintypus nicht zulaBt. Trennung und getrennte quantitative Be- 
stimmung von Glucosamin und Galaktosamin machen es jedoch még- 
lich, das Vorhandensein bestimmter Mucopolysaccharide auszuschlieBen 
oder wahrscheinlich zu machen. Es wurden daher an Aorten aus allen 
drei Untersuchungsgruppen nach salzsaurer Totalhydrolyse Glucosamin- 
und Galaktosaminbestimmungen durchgefiihrt. Die hierbei gefundenen 
Werte zeigt Tab. 4. 


Der etwa gleiche Anteil an Glucosamin und Galaktosamin (0,15 
bzw. 0,11%) weist auf eine annéhernd gleiche Mengenverteilung der 
Mucopolysaccharide vom Glucosamin- und Galaktosamintyp in der ge- 
sunden Aorta hin. Diese ausgeglichene Mengenkorrelation ist in den 
Stadien der beginnenden Arteriosklerose trotz des Anstiegs der Gesamt- 
hexosamine in vielen Fallen noch gewahrt (Einzelwerte der Gruppe 2), 
erfahrt jedoch bei schweren Arteriosklerosen eine Verschiebung zu- 
gunsten einer bevorzugten Vermehrung der Mucopolysaccharide vom 
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Tab. 4. Mengenkorrelation von Glucosamin und Galaktosamin im Aortenbinde- 
gewebe des Menschen nach Totalhydrolyse. 
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Anetidal. Ge- Hexosamin in y/100 mg Trockengewicht 
Nr Alter schlecht 
nee Glucosamin Galaktosamin 
Gruppe 1 
596 4 m 184 113 
686/1 25 m 149 90 
686/2 25 m 16] 129 
623 2€ w 129 154 
610 33 Ww 126 89 
659 36 m 158 50 
694 39 w 197 131 
Mittelwert u. Standardabw. 157 + 23,4 108 + 28,5 
Gruppe 2 
879 33 m 212 169 
707 43 w 206 193 
615 47 Ww 228 158 
82 48 w 283 149 
643 53 w 259 115 
1 5: m 250 161 
640 54 Ww 218 190 
611 54 w 210 251 
557 56 w 212 143 
713 62 m 292 205 
641 62 m 204 187 
83 69 m 217 159 
672 72 w 143 151 
3 76 m 210 155 
702 79 w 294 109 
Mittelwert u. Standardabw. 229 +. 31,3 166 + 33,4 
Gruppe 3 
137 53 m 502 174 
706 58 w 364 206 
661 62 m 336 275 
604 66 m 469 212 
887 71 m 332 207 
631 12 m 492 281 
74 63 w 634 221 
609 74 m 354 167 
673 74 m 388 193 
626 Ti w 440 170 
684 75 m 395 244 
53 80 Ww 645 246 
Mittelwert u. Standardabw. 446 + 75,1 219 + 36,9 
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Glucosamintyp. Hier erfolgt eine vergleichsweise viel hdhere Zunahme ~ 


(0,15 auf 0.44%) als bei Galaktosamin (0,11 auf 0,29°%). 


Im ganzen geht aus diesen Ergebnissen hervor, daB sich die binde- | 
gewebigen Umbauvorgange in einer kontinuierlichen Zunahme der | 


mucopolysaccharidhaltigen Grundsubstanz bei gleichzeitigem Elastin- 
schwund manifestieren und durch starke Schwankungen des Kollagen- 
gehaltes einzelner arteriosklerotischer Herde gekennzeichnet sind. An 
der Grundsubstanzvermehrung sind Mucopolysaccharide vom Glucos- 
amintyp starker beteiligt als galaktosaminhaltige Mucopolysaccharide. 


d) Quantitative Beziehung zwischen Bindegewebs- und | 


Lipidvermehrung 
Die Beteiligung des Bindegewebes an den arteriosklerotischen Ver- 
anderungen wird erst in vollem Umfange erkennbar, wenn man ihr Aus- 
maB gravimetrisch mit denjenigen durch die Lipideinlagerungen be- 
dingten Veranderungen vergleicht. Solche vergleichenden quantitativen 


Tab. 5. Lipidfraktionierung menschlicher Aorten in verschiedenen Arteriosklerose- 
stadien (Vergleichswerte fiir makroskopisch arteriosklerosefreie Aorten Nr. 596 














und 601). 
Lipidfraktionen in % des Trockengewichts 
9 * ‘ 
ag Be Cholesterin 
ee — Gesamtfett : Phosphatide 
frei Ester 

596 4 m 6,23 1,15 0,48 0,98 
601 21 m 4,19 0,55 0,14 0,41 
608 36 w 7,67 1,74 0,39 0,74 
550/1} 36 m 6,68 0,70 0,20 0,66 
550/2| 36 m 8,12 0,92 0,29 1,25 
561 51 m 5,92 0,95 0,55 0,95 
603 53 Ww 11,08 0,99 0,70 0,71 
557 56 Ww 7,55 1,15 0,98 1,90 
600 61] m 15,02 2,07 3,33 1,40 

74 63 m 11,50 2,13 2,11 2,44 
606 64 w 7,73 2,04 1,10 1,00 
604 66 m 15,28 2,89 3,46 1,50 
562 67 m 9,54 3,57 1,38 1,08 
554 67 m 9,36 1,33 1,50 0,93 
598 69 Ww 6,11 1,05 0,96 0,35 
558 72 Ww 5,17 0,84 0,52 0,65 
609 74 m 16,18 3,11 3,20 1,93 
673 74 m 15,00 3,68 3,02 2,61 
556 76 Ww 6,34 1,05 1,24 0,68 
552/1] 77 Ww 17,94 2,95 3,76 1,70 
552/2| 77 w 29,82 7,39 5,22 2,06 
702 79 Ww 12,10 2,66 2,90 3,12 

53 80 m 17,70 2,56 1,83 5,06 
555 87 Ww 17,24 4,25 3,39 1,70 




















* Die untersuchten Aortenabschnitte umfassen alle Stadien der Arteriosklerose. Ordnung nach 
dem Lebensalter. Nr. 596 und 601 waren makroskopisch arteriosklerosefrei. 
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Tab. 6. Veranderungen der Trockengewichte gleich groBer Gewebsabschnitte 
(1,33 qem) mit verschieden starkem arteriosklerotischem Befall innerhalb einer 
Aorta in verschiedenen Arteriosklerosestadien. 


(Angaben in mg Trockengewicht). 




















arteriosklerot. Befall im untersuchten Gewebs- 
Aorta* koe Ge- abschnitt von 1,33 cm? 
Nr. schlecht 
ohne 10—20°, | > 20%, 
34 19 m 43,66 = — 
45,98 
8l 52 w 45,92 — — 
46,70 
4 45 w 46,60 49,33 — 
49,78 
1 53 m 46,53 55,60 _ 
47,85 
3 76 m 48,28 50,40 57,83 
74 50,92 57,04 72,35 
871 73 m 55,28 58,31 61,23 
887 71 m 54,28 55,85 63,60 
86 85 m 55,48 58,08 63,56 
83 69 m 57,85 60,58 68,60 
874 64 Ww 52,56 61,68 63,24 
8 68 m 50,25 56,77 71,79 
41 2 m 57,90 74,42 84,65 
53 80 m 60,70 73,02 90,82 








* Nr. 34, 81: arteriosklerosefrei 

Nr. 4: beginnende Arteriosklerose 

Nr. 1, 3, 74, 871, 887, 86, 83: m&Bige Arteriosklerose 

Nr. 874, 8, 41, 53: schwere Arteriosklerose. 

a 

Untersuchungen tiber den prozentualen Anteil der Lipide am Aorten- 
trockengewicnt einerseits sowie andererseits die durch Bindegewebs- 
neubildung bedingten Gewichtszunahmen, die sich aus vergleichend- 
gravimetrischen Messungen an gleich groBen und topographisch iden- 
tischen Gewebsabschnitten ergeben, sind in den Tabellen 5 und 6 gegen- 
itbergestellt. 

Die in Tab. 5 aufgefiihrten Werte fiir das Gesamtfett (bezogen auf 
das Trockengewicht) zeigen. welchen mengenmaBigen Anteil die Lipide 
an den arteriosklerotischen Veranderungen tiberhaupt haben. Die durch 
Lipideinlagerting bedingte Gewichtszunahme liegt zwischen 
4 und 6% Gesamtfett bei der arteriosklerosefreien Aorta und 29% bei 
schwerstem arteriosklerotischem Befall, kann also h6chstens 25% des 
Trockengewichtes betragen. 

Kine Durchsicht der verschiedenen Lipidfraktionen bestiatigt auch fiir das 


vorliegende Untersuchungsgut, daB innerhalb des Fettstoffwechsels vorwiegend 
der Gehalt an freiem und verestertem Cholesterin fiir die Schwere des arterio- 
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sklerotischen Befalls charakteristisch ist. Dies entspricht den Befunden nach fett- 
analytischer Aufarbeitung menschlicher Aorten in verschiedenen Arteriosklerose- 
stadien durch Biirger sowie Buck und Rositter?®. 

Die quantitative Beteiligung des Bindegewebes an den arterio- 
sklerotischen Vorgingen wurde in der Weise gepriift, daB die fettfreien 
Trockengewichte gleich groBer Areale arteriosklerosefreier und arterio- 
sklerotischer Aorten miteinander verglichen wurden. Da aus jeder 
einzelnen Aorta 2—3 Gewebsabschnitte mit verschieden starkem arterio- 
sklerotischem Befall ausgewahlt wurden, sind auch Aussagen itiber die 
GréBe der Gewichtszunahme in arteriosklerotischen Herden innerhalb 
der gleichen Aorta méglich. 

Die Werte der Tab. 6 beziehen sich auf die fettfreien Trocken- 
gewichte, geben also nur quantitative Veranderungen des Bindegewebes 
wieder und lassen verschiedene Zusammenhinge erkennen: Zunachst 
ergibt sich, daB das Gewicht gleich groBer Gewebsabschnitte innerhalb 
einer Aorta mit der Schwere der arteriosklerotischen Erscheinungen um 
20—40° zunimmt. Da es sich stets um dicht nebeneinander liegende 
Bezirke handelte, kénnen die beobachteten Gewichtszunahmen nur 
durch Neubildung von Bindegewebe im Bereich arterioskle- 
rotischer Herde bedingt sein. Dies zeigt sich darin, da Gewebs- 
abschnitte mit dem stirksten arteriosklerotischen Befall auch die héch- 
sten Gewichtszunahmen aufweisen. Weiterhin zeigt sich, daB auch 
makroskopisch nicht sichtbar verinderte Aortenausschnitte mehr Binde- 
gewebe enthalten, wenn sie einer arteriosklerotischen Aorta angehGren, 
als einer arteriosklerosefreien Aorta. Es erfolgt also eine Bindegewebs- 
zunahme nicht nur innerhalb einer Aorta beim Ubergang von einem 
arteriosklerosefreien auf einen arteriosklerotischen Gewebsabschnitt. 
sondern auch unter verschiedenen Aorten in Richtung eines starkeren 
arteriosklerotischen Allgemeinbefalls. Die hierbei auftretenden Gewichts- 
unterschiede betragen bis zu 100% und iibertreffen damit die durch 
Lipideinlagerungen bedingten Gewichtszunahmen betracht- 
lich. 


Besprechung der Ergebnisse 


Die durchgefiihrten Untersuchungen gestatten erstmalig Aussagen 
iiber die quantitative Zusammensetzung des Aortenbindegewebes beim 
gesunden erwachsenen Menschen und dessen Veranderungen bei arterio- 
sklerotischen Prozessen, da Grundsubstanz und fibrillare Elemente 
nebeneinander am gleichen Gewebsabschnitt bestimmt wurden, wahrend 
die bisherigen auf Grund unterschiedlicher Methoden gewonnenen An- 
gaben sich entweder auf die eine oder andere Komponente beziehen. 

Die arteriosklerosefreie Aorta des Menschen enthalt bei indi- 
viduellen Schwankungen im Bereich der oberen Aorta thoracica im 
19 M. Birger, Z. ges. exp. Med. 55, 287 [1927]; 58, 710 [1928]; 61, 665 
[1928]; R. C. Buck u. R. J. Rositter, Amer. med. Assoc. Arch. Pathol. 51, 224 
[1951]. 
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Durchschnitt 0,31° Hexosamine in der Trockensubstanz, was einem 
Wert von etwa 1,2% an sauren Mucopolysacchariden (berechnet fiir 
Chondroitinsulfat) entspricht und bisherige in der gleichen GréBen- 
ordnung liegende Schatzungen fiir das Tier priazisiert. Der Gehalt an 
Kollagen betrigt 20—24% der Trockensubstanz, der entsprechende 
Elastinwert 27—32%,. 

Bei einer Addition dieser Normwerte erhalt man AufschluB iiber 
den mit dieser Methodik chemisch erfaBten und gemessenen Anteil der 
iefaBwand und kommt — wenn man den Mucopolysaccharidgehalt der 
Glykoproteide unter Normalbedingungen mit 10% ansetzt — zu einem 
Wert von 70% des Trockengewichtes. In den restlichen 30° sind die 
Proteine der zelluliren Elemente der GefaéBwand (Muskelzellen, Fibro- 
cyten, Fibroblasten usw.) enthalten. Fir sie lassen sich keine spezi- 
fizierten Angaben machen, da sie sich z. T. auf den Alkaliextrakt, z. T. 
auf den durch Druckerhitzung gewonnenen Extrakt verteilen. Nicht 
erfaBt sind die auch in der Aorta nachweisbaren anorganischen Salze, 
jedoch fallen sie mengenmaBig nicht ins Gewicht, da (abgesehen von 
Gewebsabschnitten mit dystrophischer Verkalkung, die bei der Prapa- 
ration des Untersuchungsgutes festgestellt und von der Untersuchung 
ausgeschlossen wurden) die Calcium-Konzentration nach Angaben 
anderer Autoren?®1%20 1000 mg% nicht iiberschreitet. In eigenen 
orientierenden Ca-Bestimmungen wurden durch Titration mit Athylen- 
diamintetraessigsiure (bei gleichzeitiger Maskierung des Mg) Werte von 
200—400 mg% gefunden. Bei einer Umrechnung auf Ca,(PO,), ergibt 
sich somit maximal ein Anteil von 1—2% fiir das Trockengewicht 
der Aorta. 

Mit Einsetzen und Fortschreiten spontanarteriosklerotischer Vor- 
gange andert sich die quantitative Zusammensetzung des Aortenbinde- 
gewebes. Die Zunahme der alkaliléslichen Grundsubstanz — 
speziell jedoch ihres integrierenden Bestandteiles der sauren Mucopoly- 
saccharide, die bis auf oder iiber das Doppelte ihres Ausgangswertes 
ansteigen kénnen — ist gekennzeichnet durch einen Anstieg der Ge- 
samthexosamine von 0,31 auf 0,78%. Vergleicht man diesen An- 
stieg mit demjenigen der alkaliléslichen Grundsubstanz, so fallt die 
relativ stirkere Beteiligung der Hexosamine auf. Hieraus ergibt sich, 
daB nicht eine einfache Mehrsynthese der Grundsubstanzglykoproteide 
stattfindet, sondern der Mucopolysaccharidanteil des Glyko- 
proteids zugenommen hat. Nimmt man an, daB die alkalildsliche 

Grundsubstanz zu etwa 50% aus Glykoproteiden besteht, so errechnet 
sich aus den Hexosaminwerten ein Mucopolysaccharidanteil von 8—10% 
fiir die Glykoproteide der normalen Aorta, was den fiir Glykoproteide 
gelaufigen Werten entspricht. Fiir die arteriosklerotische Aorta ergibt 
die gleiche Berechnung jedoch einen Anteil von 15—20% im Durch- 
schnitt, fiir Einzelfalle sogar noch héhere Werte. Damit wird die Grenze 


20 R. C. Buck, Amer. med. Assoc. Pathol. 51, 319 [1951]. 
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der tiberhaupt méglichen Mucopolysaccharid-Konzentration bei Glyko- 
proteiden erreicht. 

Ein Vergleich dieser Werte mit den Befunden von Kirk und Dyrbye!® 
sowie den kiirzlich mitgeteilten Ergebnissen von Pernis und Clerici*! ist nicht 
mdoglich, da es sich bei den erstgenannten Autoren um Analysen eines praparativ 
gewonnenen Mucopolysaccharids aus der Aortenwand handelt, bei den letzteren 
die Hexosamine jedoch mit der nicht streng spezifischen Indolreaktion bestimmt 
wurden. 

Ganz besondere Aufmerksamkeit verdient der Befund. daB an der 
Vermehrung der Gesamthexosamine in erster Linie das Glucosamin be- 
teiligt ist. Hieraus muB geschlossen werden, daf an der auch morpho- 
logisch nachweisbaren Grundsubstanzvermehrung nicht hauptsachlich 
Mucopolysaccharide vom Galaktosamintyp beteiligt sein kénnen. Wire 
z. B. — was nach histochemischen Untersuchungen von Bunting” 
vermutet wurde — das Chondroitinsulfat bei arteriosklerotischen Pro- 
zessen vorzugsweise vermehrt, so hatte das Galaktosamin einen ent- 
sprechenden Anstieg erfahren miissen. Da jedoch. gleichzeitig der 
Schwefelgehalt eindeutig zunimmt, ist weiterhin zu folgern, daB die 
Grundsubstanzvermehrung arteriosklerotischer Genese beim Menschen 
durch ein schwefel- und glucosaminhaltiges Mucopolysaccharid 
bedingt sein muB. Nach den bisherigen Kenntnissen kénnte es sich hierbei 
um Keratosulfat, Heparin oder ein heparinihnliches Mucopolysaccharid 
handeln, wenngleich das Vorhandensein gréBerer Mengen Heparin sehr 
unwahrscheinlich ist. Dieser Befund steht nicht im Widerspruch zu der 
Angabe von Bunting, der die in der Intima und Media der Aorta 
bei Arteriosklerose vermehrt abgelagerten Mucopolysaccharide als Chon- 
droitinsulfat charakterisiert, da diese Annahme auf Grund nicht streng 
spezifischer histochemischer Kriterien beruht. Da nach Meyer nicht 
einmal die Halfte der sauren Mucopolysaccharide der Aorta in ihrer 
Struktur aufgeklirt sind, besteht durchaus die Méglichkeit, daB die 
Mucopolysaccharidvermehrung vielleicht mit bisher nicht bekannten 
Mucopolysacchariden der Aorta im Zusammenhang steht. Die bevor- 
zugte Vermehrung des Glucosamins laBt jedoch auch Vermutungen tiber 
die zugrunde liegenden Stoffwechselstérungen zu. Jedenfalls muB man 
annehmen, daB nicht der Umsatz der Mucopolysaccharide generell ge- 
stért ist, sondern daB nur Teilreaktionen beim Umsatz bestimmter 
Mucopolysaccharide betroffen sind. 

Auch der Kollagengehalt ist bei spontanarteriosklerotischen Pro- 
zessen vermehrt. DaB sich dieser Befund beim Menschen nicht in der 
Gesamtbilanz ausdriickt, liegt daran, daB zwar eine morphologisch nach- 
gewiesene Neubildung kollagener Fasern stattfindet, gleichzeitig jedoch 
ein Untergang kollagener und elastischer Fasern an Stellen arteriosklero- 
tischer Geschwiire und nekrotischer Herde erfolgt. Trotzdem kann der 
Kollagengehalt in einzelnen kollagenreichen sklerotischen Herden auf 
30% der Trockensubstanz ansteigen. 





1 B. Pernis u. E. Clerici, Experientia | Basel] 8, 35] [1957]. 
C. H. Bunting u. H. Bunting, Arch. Pathol. 55, 257 [1953]. 
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Parallel mit diesen Vorgingen geht ein Schwund des Elastins, 
dessen Grad bei schwerer Arteriosklerose so betrachtlich sein kann, daB 
nur noch die Halfte des urspriinglich in der Aorta vorhandenen Elastins 
erhalten bleibt. Es ist jedoch nicht auszuschlieBen, daB ein Absinken 
der Werte von durchschnittlich 28% (arteriosklerosefreie Aorta) auf 22%, 
und schlieBlich 16% (arteriosklerotische Verainderungen verschiedenen 
qrades) wenigstens zum Teil ein altersbedingter Vorgang ist. 

Nachdem auch Lansing und Kraemer einen regelmaBig alters- 
bedingten Elastinschwund in der Media feststellten, ist es méglich, daB 
der Verlust elastischer Fibrillen vielleicht zum Teil ein arteriosklerose- 
unabhangiger Altersvorgang ist, der durch arteriosklerotische Prozesse 
jedoch beschleunigt wird und vorzeitig — namentlich bei nekrotisie- 
renden Vorgangen in der Gefai&wand — schwere Formen erreichen kann. 

Der Ansicht, daB die fiir eine Arteriosklerose typische Vermehrung 
der Grundsubstanz mit der Lipideinlagerung im Zusammenhang steht 
und als bindegewebige Reaktion auf die unphysiologischen Fett- und 
Cholesterindepots zu deuten ist, mu8 aus verschiedenen Griinden wider- 
sprochen werden: Versuche mit isotopem Schwefel haben die binde- 
gewebige Grundsubstanz der Aorta als iiberaus stoffwechselaktives 
System ausgewiesen, das unter den bindegewebigen Bauelementen der 
Arterienwand die héchste Umsatzrate aufweist®*. Weiterhin geht aus 
morphologischen Untersuchungen hervor, daB arteriosklerotische Ver- 
iinderungen des Bindegewebes auch isoliert auftreten kénnen?. 

Man muB also annehmen, daB Vermehrung des GefaiBbindegewebes 
und Veranderungen in seiner Zusammensetzung auch ohne gleichzeitige 
Einlagerung von Lipiden eintreten kénnen und wenigstens zum Teil 
unabhangige und autonome Vorginge sind. 


Fir geschickte experimentelle Mitarbeit danke ich Fraulein Siglinde Wulf. 


Zusammenfassung 


Die quantitative Bestimmung von Kollagen und Elastin sowie von 
Glucosamin und Galaktosamin ergibt, daB chemische Verainderungen 
des GefiBbindegewebes fir arteriosklerotische Vorginge in gleicher 
Weise charakteristisch sind wie die Einlagerung von Fetten und Li- 


poiden. 
An nichtarteriosklerotischen Aarten des gesunden Menschen be- 
tragen die Normalwerte — bei nur geringen Schwankungen im Be- 


reich der Aorta thoracica — bezogen auf das Trockengewicht fiir Elastin 
28—32%, fiir Kollagen 20—24%, fiir die alkalilésliche Grundsubstanz 
32—36% bzw. 0,3—0,4% fiir die Gesamthexosamine. 
Arteriosklerotische Prozesse fiihren bei schwerem Befall zu einer 
Vermehrung der Grundsubstanz und der Aminozucker, die fiir 
die Gesamthexosamine mehr als das Doppelte des Ausgangswertes be- 


23H. Bostrém u. E. Odeblad, Ark. Kemi 6, 39 [1953]; Anatom. Rec. 115. 
505 [1953]; E. Odeblad u. H. Bostrém, Acta chem. scand. 7, 233 [1953]. 
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tragen kann und bereits in den ersten Arteriosklerosestadien erkennbar 


ist. Eine getrennte Bestimmung von Glucosamin und Galaktosamin er- 
gibt, daB es im Verlauf schwerer Arteriosklerosen neben der Absolut- 
vermehrung der Hexosamine zu einer Verschiebung der Glucos- 
amin: Galaktosamin-Relation im Sinne einer selektiven Vermeh- 
rung des Glucosamins kommt. 

Am elastischen System der Gefawand kommt es in Parallelitat 
zur Schwere der Arteriosklerose zu einem Elastinschwund, der 
durchschnittlich etwa 50°, in schweren Fallen sogar bis 2/, des Normal- 
wertes betragt. 

Die Schwankungen des Kollagengehalts arteriosklerotischer 
Herde sind nicht eindeutig. 

Nach gravimetrischen Messungen kénnen die Bindegewebsneubil- 
dungen bei schweren Arteriosklerosen bis zu 100% des Normalwertes 
betragen gegeniiber einer Zunahme des Lipidgehaltes von 20—30% des 
Aortentrockengewichtes. 


Summary 


The quantitative determination of collagen and elastin as well as 
of glucosamine and galactosamine shows chemical changes of connec- 
tive tissues of blood vessels to be characteristic for arteriosclerotic 
advances in the same way as the deposition of fats and lipids. 

On aortas of healthy humans the normal values (with slight vari- 


ations of aorta thoracica) related to dry weight are 28—32% of 


elastin, 20—24% of collagen, 32—36% of alkali-soluble ground sub- 
stance or 0.3—0.4% of total hexosamines. 

Arteriosclerotic processes increase ground substances and amino 
sugars. In severe cases the total hexosamines may be twice the original 
value and can be detected already in the first stages of arteriosclerosis. 
Separate analysis for glucosamine and galactosamine indicates that 
there is a shift of the glucosamine — galactosamine ratio within the 
general increase of hexosamines. Glucosamine is increased preferentially. 

Parallel to increasing severity of arteriosclerosis, elastin disappears 
from the elastic system of vessel walls down to 50% of the normal 
value and down to 33% in particularly severe cases. 

The changes of collagen content in arteriosclerotic areas are not 
conclusive. 

According to gravimetric determinations, formation of new con- 
nective tissue in severe arterioscleroses may amount to 100% of the 
normal value, whereas the lipid content increases only 20 %, of the 
aorta dry weight. 
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Untersuchungen zur Chemie der Arterienwand, III 


Veranderung und Beeinflussung des Aortenbindegewebes 
bei tierexperimenteller Arteriosklerose 
Von 
Eckhart Buddecke 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit GieBen 
(Direktor: Prof. Dr. Dr. G. Weitzel) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. November 1957) 


Morphologische Untersuchungen iiber die Spontanarteriosklerose 
alter Hiihner? haben ergeben, daB neben den Lipideinlagerungen in der 
Aorta auch Veranderungen bindegewebiger Bauelemente mit groBer 
RegelmaBigkeit auftreten. Sie betreffen vorwiegend Intima und Media 
mit Vermehrung der ,,Grundsubstanz“ und Neubildung fibrillérer Ele- 
mente und weisen nach dem histologischen Bild eine bemerkenswerte 
Analogie zur menschlichen Arteriosklerose auf. Nachdem in letzter Zeit 
gezeigt wurde*, daB die bei der Spontanarteriosklerose alter Hiihner 
chemisch nachweisbare vermehrte Fett- und Cholesterineinlagerung 
durch Zufuhr hoher Dosen einer Kombination der Vitamine A und E 
rickbildungsfahig sind, war zu priifen, ob sich die bindegewebigen Ver- 
ainderungen der arteriosklerotischen Hiihneraorta auch mit chemisch- 
analytischen Methoden erfassen lassen und ob es unter experimentellen 
Bedingungen gelingt, Wirkungen auf den Bindegewebsstoffwechsel der 
Aorta auszutiben. Es wurde daher die Zusammensetzung des Aorten- 
bindegewebes beim Huhn in verschiedenen Arteriosklerosestadien unter- 
sucht und eine Reihe von Wirkstoffen auf ihren Bindegewebseffekt 
gepriift. Die Auswahl der gepriiften Wirkstoffe wurde dabei auf solche 
Verbindungen beschrinkt, bei denen bereits Anhaltspunkte fiir ein Ein- 
greifen in den Stoffwechsel der GeféBwand bestanden. 

Fiir das Vitamin A und die Vitamin-Kombination A + E war 
bereits bewiesen, daB unter ihrer Einwirkung Abbau und Abtransport 
pathologischer Fettdepots, insbesonderé des Cholesterins, in der arterio- 
sklerotischen Aorta erfolgen. Die Frage, ob diese Vitamine auch in gleicher 
Weise den Bindegewebsstoffwechsel beeinflussen, war daher nicht un- 


1 [I. Mitteil.: E. Buddecke, diese Z. $10, 182 [1958]; I. Mitteil.: E. Bud- 
decke, diese Z. 310, 171 [1958]. Auszugsweise vorgetragen am 28. 9. 56 auf der 
Tagung der Deutschen Gesellschaft fiir Physiologische Chemie in Hamburg. 

2 D. V. Dauber u. L. N. Katz, Arch. Pathol. 34, 937 [1942]; 86, 473 [1943]. 
D.V. Dauber, Arch. Pathol. 88, 46 [1944]. 

3G. Weitzel, H. Sch6n, F. Gey u. E. Buddecke, diese Z. 304, 247 [1956]; 
G. Weitzel u. E. Buddecke, Klin. Wschr. 34, 1172 [1956]. 
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berechtigt. Fir das lipotrop wirksame Methionin war die Frage, o} 
der Begriff der Lipotropie neben der Leber auch noch auf andere Organe 
und das BlutgefaéBsystem auszudehnen sei, in diesem Zusammenhany 
von Interesse, zumal vom Methionin Wirkungen auf den Blutcholesterin- 
spiegel bekannt waren‘. } 

Fiir eine Priifung des Pyridoxins schienen die Untersuchungen 
von Rinehart® eine sinnvolle Grundlage abzugeben. Hier stand zur 
Diskussion, ob die durch Pyridoxinmangel provozierte Arteriosklerose 
mit vorwiegender Bindegewebsbeteiligung beim Affen und auch beim 
Hund® mit der Spontanarteriosklerose des Huhnes vergleichbar ist und 
ob hohe Pyridoxindosen zu einer Riickbildung arteriosklerotischer Binde- 
gewebsveranderungen fiihren kénnen. 


Material und Methodik 


Fir die Stoffwechselversuche wurden rebhuhnfarbene Italienerhennen han- 
delsiiblicher Zuchten im Alter von 2 %—314, Jahren verwendet. Wiahrend des Ver- 
suches wurden die Tiere in Einzelkifigen mit Maschendrahtunterlage gehalten, 
so daB Kotfressen ausgeschlossen war. Die Hiihner erhielten zweimal taglich eine 
Standardkost (70° Legemehl, 30°4, Nachmehl, 5 m/ Olivendl), der bei den einzelnen 
Versuchsgruppen die Wirkstoffdosis jeweils der ersten Tagesportion zugesetzt 
wurde. 

Organaufarbeitung: Nach Versuchsende wurden die Tiere durch De- 
kapitation entblatet und Bauch- und Brusthéhle durch Paramedianschnitt er- 
éffnet. Nach Herausnahme der Leber, des gesamten Darmtraktes und des Ovars 
wurde die Aorta, die zunichst am Herzen belassen wurde, so herausgelést, dal 
die gréBeren GefaBe im Abstand von etwa 1—2 cm von ihrer Abgangsstelle ab- 
getrennt wurden und die Priaparation bis iiber die Teilungsstelle in die beiden 
Aa. iliacae hinausreichte. Bei der anschlieBenden Feinpriparation auf einem Holz- 
brettchen wurden anhaftende Fett- und Bindegewebsanteile sowie Reste des Eier- 
stocks sorgfiltig entfernt. Nach Abtrennung der abgehenden GefiBe wurde die 
Aorta durch dorsalen Lingsschnitt eréffnet und zur makroskopischen Beurteilung 
mit einigen Stecknadeln auf dem Priaparierbrettchen fixiert. Zur Vermeidung gré- 
Berer Feuchtigkeitsverluste war ziigiges Arbeiten erforderlich. Bei der routine- 
maBigen Praiparation wurde die Aorta etwa 2cm oberhalb der beiden groBen 
AbdominalgefiBe vom Herzen abgetrennt, so da nur ein Teil des elastinreichen 
Arcus aortae zur Aufarbeitung mit verwendet wurde. Da der Elastingehalt in den 
thorakalen und abdominalen Abschnitten stark abnimmt, liegen die Elastinwerte 
niedriger als bei Untersuchung der gesamten Aorta. Bei der makroskopischen 
Beurteilung wurden neben den arteriosklerotischen Fettplaques auch bindegewebige 
Verinderungen registriert. Nach Bestimmung des Frischgewichtes wurden die 
Aorten in Aceton gelegt. 

Die Bindegewebsanalyse wurde wie friiher beschrieben (I. Mitteil.)! durch- 
gefiihrt. Da bei der Untersuchung der Hiihneraorta oft nur geringe Mengen an 
Untersuchungsgut zur Verfiigung standen, wurde zur Bestimmung der sauren 
Mucopolysaccharide vorwiegend die von Dittmann und Cremer’ angegebene 
Methode zur kolorimetrischen Chondroitinsulfatbestimmung herangezogen. 


4 J. W. Gofman, Lipoproteins and Atherosklerosis, in Factors Regulating 
Blood Pressure, Tr. of Fifth Conference, S. 46, Josiah Macy, Jr. Foundation, 
New York 1951. 

5 J. F. Rinehart u. L. D. Greenberg, Amer. J. clin. Nutrit. 4, 318 [1956]. 

6 C. W. Mushett u. G. Emerson, Fed. Proc. 15, 526 [1956]. 
7G. Dittmann u. H. D. Cremer, Biochem. Z. 327, 368 [1956]. 
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Ergebnisse 


a) Aortenbindegewebe des Huhnes 
unter Normalverhaltnissen und bei Arteriosklerose 


Entsprechend den Vorgingen einer sukzessiven Arteriosklerose- 
entwicklung beim Menschen lassen sich auch beim Huhn unter Zu- 
grundelegung einer makroskopischen Beurteilung der Aorta verschiedene 
Arteriosklerosestadien unterscheiden®. 

Dem arteriosklerosefreien Zustand entspricht die Aorta des Huhns 
im Alter von 12 Wochen: Gruppe 1. Erste arteriosklerotische Verande- 
rungen treten nach einem Jahr auf: Gruppe 2, wahrend beim drei 
Jahre alten Huhn regelmaBig Arteriosklerosen verschiedenen Schwere- 
grades angetroffen werden: Gruppe 3. Die bei den einzelnen Gruppen 
gefundenen Ergebnisse der Bindegewebsanalyse (Gruppendurchschnitts- 
werte) zeigt Tab. 1. 


Tab. 1. Zusammensetzung des Aortenbindegewebes unter Normalverhiiltnissen 
und in verschiedenen Arteriosklerosestadien beim Huhn (Angaben in % des fett- 
freien Trockengewichtes). 











Alter 
Bestimmungsmethode 
12 Wochen 1 Jahr 3 Jahie 
Glucosamim . 2... 6 wt tt 0,20 0,28 0,33 
Galaktogamin ... . 0. se es 0,20 0,23 0,22 
Gesamthexosamine ....... 0,40 0,51 0,56 
RONG Ge ee, a 13,60 13,15 12,80 
Epi eee en 8S <b, Gere Se ier sy 0,424 0,556 0,945 
Lyi pS) +) SNE ene eae UP Sean rue 3232 23,7 13,5 
OOD aoe iaheio ae of Seer 23,9 28,2 31,0 
BARRON. Go) 2 SANS GeO uF RR ROS 30,7 24,4 21,0 











Das Ergebnis zeigt deutlich, daB auch beim Huhn mit zunehmendem 
Alter ein tiefgreifender Umbau des GefaiBbindegewebes der Aorta statt- 
findet. Wahrend der Elastingehalt von 30,7°% auf 20.7%, also um fast 
cin Drittel abnimmt, firidet gleichzeitig eine Neubildung von Kollagen 
um 25% des Ausgangswertes statt. Die starkste Vermehrung betrifft 
die Grundsubstanz, die um 30—50% (Hexosamin, Sulfatschwefel) ihres 
Ausgangswertes ansteigt. Charakteristisch fiir die Altersveranderungen 
der Hihneraorta ist also die Zunahme des, Kollagens, das beim 12 Wochen 
alten Huhn noch in geringerer Menge als das Elastin vorhanden ist, 
beim einjahrigen und noch ausgepragter beim dreijahrigen Huhn jedoch 
den gr6Bten Anteil an fibrillaéren Bindegewebselementen stellt. 

Besonders auffallig ist die Zunahme der Grundsubstanz, die eine 
vergleichsweise viel stérkere Zunahme erfahrt als das Kollagen. Die ge- 
trennte Bestimmung von Glucosamin und Galaktosamin ergibt dabei, 
daB insbesondere glucosaminhaltige Polysaccharide an der Grundsub- 
stanzvermehrung beteiligt sind, da die Galaktosaminwerte in allen 
Arteriosklerosestadien relativ konstant bleiben. Die selektive —- wenn 
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auch absolut nicht so hohe — Vermehrung der sulfathaltigen Muco- 
polysaccharide vom Glucosamintyp kommt hier genau so eindeutig zum 
Ausdruck wie beim Menschen. N-Gehalt und N/S-Quotient zeigen die 
fiir Grundsubstanzvermehrung typische Abnahme. 

Kine Gegeniiberstellung der Bindegewebsanalysen von Aorten des Menschen 
(s. II. Mitteil.)' und des Huhnes deckt eine bemerkenswerte Analogie nicht nur 
beziiglich der Bindegewebszusammensetzung der arteriosklerosefreien Aorten auf, 
sondern gibt auch gleichsinnige Verinderungen bei Vorhandensein einer Arterio- 
sklerose zu erkennen. Die Normalwerte arteriosklerosefreier Aorten sind fiir die 
Grundsubstanz beim Huhn und Mensch fast gleich (Mensch 1,2°,, Huhn 1,3%). 
doch ergeben sich auch fiir Elastin und Kollagen bemerkenswert iibereinstimmende 
Ergebnisse. In beiden Fillen erweist sich eine Verminderung des Elastins sowie 
eine Zunahme der Hexosamine als charakteristisches Kennzeichen fiir beginnende 
oder vorhandene arteriosklerotische Prozesse. Eine Zunahme des Kollagengehaltes 
ist beim Huhn deutlicher, wird beim Menschen aber nicht regelmaBig, sondern 
nur in ,.sklerotischen*‘ Herden gefunden. 


b) Versuche zur Beeinflussung des Aortenbindegewebes bei 
tierexperimenteller Arteriosklerose 


Die erzielten Ergebnisse wurden nach Tab. 2 aufgeschliisselt. 


Tab. 2. Ubersicht iiber die Versuchsgruppen. 

















Versuchs- | * Versuchs- Zahl 
gruppe dauer Diiitzusatz pro Huhn und Tag der 
Nr. Tage Tiere 
4 75 ohne, Kontrolle . . Syke ae ie 10 
5 92 10 mg Vitamin-A- palmitat: eee 10 
6 93 10 mg Vitamin-A-palmitat hanes 
50 mg DL-«-Tocopherolacetat (Vit. E) : 10 
81 ig pi-Methionm ......4... 9 
9 85 Omni ymGowmn . . kk 9 
10 92 ohne, Kontrolle . . . oes SOR 12 
11 95 10 mg Vitamin-A- palmitat ae 10 
12 97 10 mg Vitamin-A-palmitat ‘ , 
50 mg DL-«-Tocopherolacetat (V it. E). 10 
14 82 pang Pyndoxmn. «ss cs a % 10 
16/33 80 onne, Montroiie . . 2. 6 6 aw as 9 
24/26 79 lig pu-Methionin. . . 2... 0... . 12 








Die Versuchsgruppen 4—9, 10—14 und 16—25 bilden je ein Versuchskollektiv 
mit einheitlichem Tiermaterial. Die Versuchstiere der Gruppen 4—9 und 10—14 
waren 3 Jahre, diejenigen der Gruppen 16/33 und 24/26 214 Jahre alt. Das 
Vitamin A wurde als Palmitat in stabilisierter wiGBriger Lésung (Arovit), das 
«-Tocopherolacetat in éliger Lésung, alle iibrigen Substanzen in waBriger Lésung, 
das Methionin in Substanz verabfolgt. 1 g Vitamin-A-palmitat = 545 mg Vitamin A 
(ber. als Alkohol). 


Den Ergebnissen ist jeweils eine kurze Literaturiibersicht voran- 
gestellt; da keine der hier untersuchten Substanzen bisher beziiglich 
ihres Effektes am Bindegewebe der Aorta gepriift wurde, beziehen sich 
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die Literaturangaben fiir die einzelnen Wirkstoffe auf die im all- 
gemeinen Bindegewebsstoffwechsel bekannten Erscheinungen oder auf 
morphologische Befunde. 

Das Ergebnis der gleichzeitig untersuchten Lipidverschiebung 
in der Aorta unter EinfluB der genannten Wirkstoffe ist nur soweit 
notwendig und summarisch erwahnt. 


Kontrollgruppen 3- bis 4-jahriger Hihner 
(Gruppe 4 und 10) 


Bei der makroskopischen Betrachtung der Aorten fallt haufig auf, 
daB ein stirkerer atheromatéser Befall auch von einer starkeren binde- 
gewebigen Reaktion begleitet wird, die sich in weiBen, oft derben Schwie- 
len und Schwarten oder auch nur in UnregelmaBigkeiten des Faser- 
verlaufes zu erkennen gibt. Diese Bindegewebsvermehrung zeigt sich 
auch im Trockengewicht der fettfreien Aorta. So findet man in der 
Gruppe 10 die héchsten Trockengewichte bei starkem, die niedrigsten 
Werte bei geringem atheromatésem Befall. Ein gleiches Bild bieten der 
Kollagengehalt und die alkalilésliche Grundsubstanz, wobei insbesondere 
bei letzterer eine Beziehung zwischen der Starke des atheromatésen 
Befalls und den Extraktmengen auffallt (Einzelwerte s. Tab. 3 und 4). 


Tab. 3. Zusammensetzung des Aortenbindegewebes (alkalilésliche Grundsubstanz 
Kollagen und Elastin) bei den Hiihnergruppen 4, 5, 6, 8 und 9. 
Angaben* in mg (bezogen auf das Trockengewicht der fettfreien Aorta). 








Kontrolle| Vitamin A ee Methionin Pyridoxin 
Gruppe 4| Gruppe 5 Gruppe 6 Gruppe 8 Gruppe 9 
Trocken- 51,2 51,4 50,2 61,13 48,16 
gewicht 6=+3,2} s=+11,5 s= +7,5 s=+49,l s= +5,7 
Alkalilésliche 7,05 6,1 7,9 11,0 5,7 
Grund- s=+1,6] s=+1,7 s=4+1,3 | s=+0,81] ,—+4))] 
substanz .¢ 
Kollagen 34,8 34,2 30,5 37,9 29,3 
s=+2,2} s= + 10,05} s= + 4,0 = — 2,6 a= +5,2 
Elastin 6,0 7,0 5,2 6,2 6,1 

















* Durchschnittswerte der Einzelgruppen (je 9—10’Versuchstiere [s. 0.]). 


Die Befunde bei den beiden Kontrollgruppen wurden vergleichs- 
weise fiir die Beurteilung der Versuchsgruppen heangezogen, wobei je- 
weils nur ein Vergleich zwischen Kontrollgruppe und Versuchsgruppe 
innerhalb eines Versuchskollektivs zulassig ist. 


8 D. D. Dziewiatkowski, J. ges. exp. Med. 100, 11 [1954]; H. B. Fell, 
E. Mellanby u. S. R. Pele, Brit. med. J. I, 611 [1954]. 
® W. Robertson, J. Nutrit. 54, 81 [1954]. 
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Tab. 4. Gruppe 10, Kontrolle. Gehalt der Hiihneraorta an Chondroitinsulfat (sulfat- 
haltige Mucopolysaccharide), Kollagen und Elastin 
(Angaben in mg, bezogen auf das fettfreie Trockengewicht). 

















Versuchs- fe _ {Alkalilésliche | S-haltige Elastin | Elastin 
A ortentrok- " 9S, r i A 
tier kengewicht Grund- MI S Kollagen | ,(gravi- | (kolori- 
Nr. substanz _|(kolorim.) metr.) metr. ) 

10/1 56,6 27,0 2,02 24,4 6,6 3,3 

2 68,3 26,9 1,62 22,4 8,6 = 

3 54,2 20,5 2,70 23,8 4,4 4,5 

4 62,7 26,3 1,67 25,4 5,2 4,8 

5 41,9 20,8 1,52 15,1 ~, $85 — 

6 63,6 22,7 2,23 26,5 5,5 6,0 

7 63,8 29,6 2,25 24,7 3,6 3,2 

8 72,4 34,6 2,24 27,0 3,8 3,3 

9 48,9 22.4 1,84 25,0 4,2 5,0 

10 62,8 25,8 1,58 27,5 7,4 5,1 

11 51,8 24,6 1,98 21,4 3,7 2,9 

12 70,1 31,3 2,24 31;2 5,4 6,7 

Mittel: | 59,7 26,0 2,01 24,7 5,1 4,5 

c= | +94 + 4,2 + 0,35 + 3,9 














Mittelwert fiir sulfathaltige Mucopolysaccharide aus S-Analyse: 2,16. 


1. Wirkungen von Vitamin A bzw. A+ E (Gruppe 5 und 1] 
bzw. 6 u. 12) 

Beobachtungen iiber eine Wirkung des Vitamins A auf das GefaBbinde- 
gewebe sind bisher nicht mitgeteilt worden. Nach Dziewiatkowski und Fell’ 
ist jedoch das Vitamin A an einem Umsatz der S-haltigen Grundsubstanz des 
Bindegewebes beteiligt und bewirkt unter gleichzeitiger Erniedrigung des anorga- 
nischen Sulfats im Serum eine Erhéhung des SO,-Einbaues in die Mucopoly- 
saccharide der Haut. Die Kollagenbildung wird nach Robertson® durch Vitamin- 
A-Mangel nicht beeinfluBt. 

Wihrend die orale Zufuhr von 10 mg Vitamin-A-palmitat tiber 
einen Zeitraum von drei Monaten zu einer makroskopisch erkennbaren 
und fettanalytisch gesicherten deutlichen Verminderung des athero- 
matésen Befalls fiihrt®, 1a8t sich bei auBerlicher Betrachtung eine ent- 
sprechende Riickbildung der bindegewebigen Schwielen und Streifen 
nicht deutlich feststellen, was sich auch in dem etwa gleichen Trocken- 
gewicht beider Vitamin-A-Gruppen gegeniiber den entsprechenden 
Kontrollgruppen zeigt. Ebenso ergeben sich im Kollagengehalt keine 
nennenswerten Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle. Etwas hoher 
als bei der Kontrollgruppe liegt der Gehalt an sauren Mucopolysaccha- 
riden (Schwefelanalyse) in der Gruppe 11, wahrend die Elastinanteile 
in beiden Vitamin-A-Gruppen etwas hdher liegen als bei der Kontrolle. 
Einzelwerte in Tab. 3 und 5. Ein deutlicher EinfluB des Vitamins A 
auf die Zusammensetzung des Aortenbindegewebes ist nach diesen Er- 
gebnissen nicht erkennbar. 


Einer groBen Zahl von Befunden iiber das Verhalten der Lipide, insbesondere 
des Cholesterins, im Verlauf einer experimentellen Fiitterungsatheromatose unter 
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Tab. 5. Gruppe 11, Vitamin A. Gehalt der Hiihneraorta an Chondroitinsulfat 

(Sulfathaltige Mucopolysaccharide), Kollagen und Elastin nach Verabreichung von 

10mg Vitamin-A-palmitat pro Tag und Tier, d.s. 545mg Vitamin-A-Alkohol 
(Angaben in mg, bezogen auf das fettfreie Trockengewicht). 





























Versuchs- Aorten- _|Alkalilésliche | S-haltige Elastin | Elastin 
tier trocken- Grund- MPS | Kollagen} (gravi-) | (kolori- 
Nr. gewicht substanz | (kolorim.) metr.) metr.) 
11/1 66,5 13,5 2,66 24,3 = 6,2 

2 51,3 20,2 2,43 20,7 7,1 7,4 

3 55,6 18,] 2,24 20,4 7,2 4,3 

+ 61,4 21,3 3,09 22,4 6,2 6,2 

5 41,8 12,9 2,31 — 5,2 5,4 

6 61,1 17,4 2,10 26,9 7,9 7,3 

7 98,6 19,5 3,31 20,0 7,4 7,0 

8 86,0 32,2 2,22 31,4 6,2 6,4 

9 52,0 17,4 1,91 19,0 7,1 5,7 

10 52,0 16,5 2,07 18,8 7,2 6,0 

Mittel : 58,7 18,9 2,25 22:7 6,8 6,1 
$= + 9,8 42.9 4+. 0,49 + 4,0 

Mittelwerte der Kontrollgruppe 
| 59,7 | 26,0 2,01 | 24,7 | 5,1 | 4.5 


Mittelwert fiir sulfathaltige Mucopolysaccharide aus S-Analyse: 2,24 
(Kontrolle: 2,16) 


Vitamin-E-Behandlung (Lit. 1. c.3) stehen nur wenige Untersuchungen gegeniiber, 
in denen der EinfluB des Vitamin E auf das GefaBbindegewebe gepriift wurde, 
obwohl eine ganze Reihe experimenteller und klinischer Beobachtungen auf eine 
Beziehung des Vitamins E zum Bindegewebe bzw. zu Erkrankungen des Binde- 
gewebes — den sogenannten Kollagenosen (Collagen-Diseases) — hinweisen. Am 
GefaBsystem kommt es nach experimentellen Befunden mehrerer Autoren!® unter 
Vitamin-E-Mangel schon am Foetus bei Hithnern, Ratten und Meerschweinchen 
zu einer Stérung in der Anlage von BlutgefiBen, zu GefiBerweiterungen und Ver- 
dimnung der GefaBwinde, beim erwachsenen Kaninchen und Meerschweinchen so- 
gar zu Nekrosen, Fibrosen und Verkalkung der Aortenwand!!. Andererseits sollen 
Aorta und groffe Arterien unter Vitamin-E-Mangel pathologisch-anatomisch keine 
Veranderungen erleiden, dagegen die Extremitiatenarterien Schaden in ihrer glatten 
Muskulatur aufweisen. 

Die nach kombinierter Gabe von Vitamin A und Vitamin E ein- 
setzende eindrucksvolle Verminderung der sichtbaren gelbgefarbten 
atheromatésen Herde und die erhebliche Senkung des Gesamtfett- und 
Cholesteringehaltes stand in auffallendem Gegensatz zu den teilweise 
noch vorhandenen Gewebsverdickungen und weifen narbigen Faser- 
ziigen, die bei der Kontrollgruppe in der Umgebung atheromatéser 


10H. Dam, J. Glavind u. P. Karrer, Helv. chim. Acta 28, 224 [1940]; 
M. M. O. Barrie, Nature [London] 189, 286 [1936]; 140, 426 [1937]; F. B. Adam- 
stone, Arch. Pathol. 48, 301 [1947]; A. Ingelmann-Sundberg, Acta endocrin. 
2, 335 [1949]: Int. Z. Vitamin-Forsch. 28, 241 [1951]. 

11 G, Loewi, J. Pathol. Bacteriol. 70, 246 [1955]. 
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Plaques beobachtet wurden. Es bestand bei makroskopischer Begut- 
achtung der deutliche Eindruck, daB es sich hier um bindegewebige 
Restzustande (,,Narben“‘) ehemaliger GefaiBatherome handelte. Bei der 
Bestimmung des Kollagengehaltes wurden daher z. T. auch bei Aorten 
ohne sichtbaren atheromatésen Befall hohe Kollagenwerte gefunden 
(Gruppe 12, Tier 2 und 3, Gruppe 6, Tier 10 und 12).’ Trotzdem liegt 
der Kollagengehalt bei beiden Gruppen im ganzen etwas niedriger als 
bei der entsprechenden Kontrollgruppe. Die Werte fiir die alkaliléslichen 
Grundsubstanzanteile (Gruppe 6) sowie der Schwefelgehalt als MaBstab 
fiir die Menge der sulfathaltigen Mucopolysaccharide (Gruppe 12) weichen 
nur geringfiigig von den entsprechenden Kontrollgruppen ab. Auch im 
Trockengewicht ergeben sich im Durchschnitt keine starken Schwan- 
kungen. Der Elastingehalt ist in Gruppe 6 etwas niedriger, in Gruppe 12 
etwas hdéher als in der Kontrollgruppe. Anderungen in der Zusammen- 
setzung des Aortenbindegewebes unter dem EinfluB einer kombinierten 
Zufuhr von Vitamin A und Vitamin E erscheinen jedoch nicht gesichert 
(Einzelwerte s. Tab. 3 u. 6). 


Tab. 6. Gruppe 12, Vitamin A+E. Gehalt der Hiihneraorta an Chondroitinsulfat 

(Sulfathaltige Mucopolysaccharide), Kollagen und Elastin nach Verabreichung von 

10 mg Vitamin-A-palmitat und 50 mg «-Tocopherolacetat (Vitamin E) pro Tag 
und Tier (Angaben in mg, bezogen auf das fettfreie Trockengewicht). 
































Versuchs- Aorten- Alkalilésliche | S-haltige Elastin | Elastin 
tier trocken- Grund- MPS Kollagen | (gravi- (kolori- 
Nr. gewicht substanz |(kolorim.) metr.) metr.) 

12/1 53,4 13,6 1,22 23,3 7,4 8,8 

2 43,9 12,3 1,26 31,5 5,3 3,5 

3 65,0 17,2 1,48 27,6 a,8 6,0 

4 49,8 31,3 147 18,7 6,8 3,5 

5 50,5 11,2 1,57 18,9 8,2 5,0 

6 55,4 16,3 1,48 18,8 6,0 5,1 

7 62,4 21,3 2,12 22,2 8,0 9,2 

8 60,0 15,4 2,25 24,1 7,8 7,9 

) 63,8 17,0 1,94 24,3 8,0 5,4 

10 72,4 16,6 1,29 22,9 1,6 7,8 

Mittel : 57,6 17,2 1,71 23,5 4;2 6,2 
8 = + 9,0 + 5,4 + 0,42 + 4,2 

Mittelwerte der Kontrollgruppe: 
59,7 | 26,0 | 2,01 | 24,7 | 5,1 | 4,5 


Mittelwert fiir sulfathaltige Mucopolysaccharide aus S-Analyse: 2,14 
(Kontrolle: 2,16) 
2. Wirkungen von Methionin (Gruppe 8 u. 24/26) 


AuBer Untersuchungen iiber die Wirkung des Methionins auf den Blut- 
Cholesterinspiegel!? und die Plasmaproteine‘ scheinen Beobachtungen iiber dessen 
Wirkung auf die GefaBwandverinderungen bei Arteriosklerose nicht vorzuliegen. 


1228. L. Shapiro u. L. Freedman, Amer. J. Physiol. 181, 441 [1955]. 
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Kritzmann und Bawina’* priiften mit *S markiertem Methionin die Eiweif- 
bildung unter Normalverhiltnissen und tierexperimenteller Arteriosklerose und 
fanden die Schwefelaufnahme in der arteriosklerotischen Aorta um 30—60°% 
gegeniiber der Norm herabgesetzt. 

Die Priifung der Methionin-Wirkung wurde in zwei Versuchsserien 
vorgenommen, bei denen die Versuchstiere der Gruppe 24/26 ein Alter 
von erst 214 Jahren hatten und die Zeichen einer Spontanarteriosklerose 
noch nicht deutlich ausgepragt waren, waihrend die bereits 31, jahrigen 
Tiere des Versuchskollektivs 4—9 (Gruppe 8) eine manifeste Arterio- 
sklerose aufwiesen. Dieser Altersunterschied hatte trotz gleicher Ver- 
suchsdauer sehr eindeutige Riickwirkungen auf das Versuchsergebnis. 

Bei den jiingeren Versuchstieren (Gruppe 24/26) waren:im Ver- 
gleich zu der gleichaltrigen Kontrolle (Gruppe 16/33) sichere Unter- 
schiede in der bindegewebigen Zusammensetzung der Aorta nicht faB- 
bar. Charakteristischerweise lag schon das Aortentrockengewicht in der 
GroBenordnung der Kontrolle und im ganzen um 20 bzw. 30% niedriger 
als bei den vierjahrigen Kontroll- bzw. Methionin-Tieren. Der Kollagen- 
gehalt und die Menge der extrahierten Grundsubstanz lagen zwar auch 
bei den jiingeren Methionin-Tieren etwas hoher als bei der Kontroll- 
gruppe, doch waren die Hexosamine etwas niedriger. 

Kin anderes Ergebnis hatte jedoch die tagliche Verabreichung von 
1g DL-Methionin an 314jahrige Versuchstiere. Hier waren die athero- 
matésen Verinderungen gegeniiber der Kontrollgruppe eindeutig aus- 
gepragt. Dabei fiel schon makroskopisch die starke Beteiligung des 
Bindegewebes auf, das in Form ausgedehnter Schwarten und Schwielen 
die atheromatésen Plaques einschloB und durchsetzte. DaB die binde- 
gewebige Reaktion einen wesentlichen Anteil an den sichtbaren Ver- 
ainderungen der Aortenwand hatte, zeigte sich einmal in der Unter- 
suchung der Aortenlipide: Der Anteil des Cholesterins am Gesamtfett 
war zwar stark erhdht, jedoch war das Gesamtfett gegeniiber der Kon- 
trollgruppe nicht vermehrt. Zum anderen ergab sich, daB auch die fett- 
freien, nur noch bindegewebige Anteile enthaltenden Aorten ein um 
fast 20% héheres Trockengewicht als diejenigen der Kontrollgruppe 
besaBen. Die Aufarbeitung erwies, daB diese Gewichtserh6hung zum 
groBten Teil durch eine Zunahme der alkaliléslichen Grundsubstanz um 
50% gegeniiber der Kontrollgruppe bedingt war, zum Teil jedoch auch 
zu Lasten einer Kollagenvermehrung ging. Die Elastinanteile waren 
nicht verandert. Aus beiden Versuchsserien ergibt sich, daB das Methionin 
einen Einflu8 auf die Bindegewebszusammensetzung beim jiingeren 
Versuchstier nicht auszuiiben vermag, da ihm jedoch bei alteren Ver- 
suchstieren mit Bereitschaft zur Spontanarteriosklerose ein férdernder 
EinfluB auf die Bindegewebsneubildung der Aortenwand zugeschrieben 
werden kann, die vorwiegend die Grundsubstanz betrifft, an der jedoch 
das Kollagen beteiligt ist (Einzelwerte s. Tab. 7). 


18M. G. Kritzmann u. M. W. Bawina, Ber. Acad. Wiss. UdSSR. 94, 721 
[1954], Chem. Zbl. 46, 1079 [1955]. 
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Tab. 7. Gruppe 24/26 Methionin (2 4 jahrige Versuchstiere). Gehalt der Hihner- 
aorta an Hexosaminen, Kollagen und Elastin nach Verabreichung von | g pi 
Methionin pro Tag und Tier (Angaben in mg, bezogen auf das fettfreie Trocken- 


























gewicht). 
Versuchs- Aorten- Alkalilésliche tiiesenieiiienl 
tier trocken- Grundsubstanz ; (mg) Kollagen | Elastin 
Nr. gewicht (mg) 8 
24/1 56,9 15,7 0,12 30,5 1,6 
2 35,5 11,5 0,06 17,1 2,9 
3 46,1 15,0 0,12 19,8 3,6 
4 53,0 18,0 0,19 21,7 - 
6 62,1] 27,9 0,13 28,4 2,6 
26/1 30,6 15,7 0,17 28,1 3,2 
4 39,0 16,6 0,05 19,7 1,9 
5 43,9 15,2 0,06 12,7 ase 
6 34,2 10,4 0,08 16,2 ie 
8 40,9 15,7 0,20 17,2 _ 
10 44,1 14,5 0,28 ° 19,7 1,7 
Mittel : 44,2 16,1 0,13 21,0 2,8 
8: + 9,7 + 3,7 L 0.07 + 4,9 
Mittel der Kontrolle 
(Gruppe 16/33) 45,1 15,6 O15 18.5 Za 
. -+ 8,4 + 3,2 | ! 0.07 +'3.2 


3. Wirkungen von Pyridoxin (Gruppe 9 und 14) 


Wihrend nach den Untersuchungen von McFarland?‘ das Pyridoxin ohne 
Wirkung auf die experimentelle Fiitterungsatheromatose beim Hahnchen ist, er- 
gaben sich aus den Versuchsergebnissen von Rinehart und Mitarb.® eindeutige 
Hinweise fiir ein Eingreifen des Pyridoxins in den Bindegewebsstoffwechsel der 
GefiBwand. Die histologischen Studien Rineharts an Rhesusaffen hatten das 
Resultat, daB sich bei B,-Mangel in einem ersten Stadium in der Intima und 
Media der Arterien eine ‘metachromatisch anfiirbbare Substanz von Mucopoly- 
saccharid-Charakter in vermehrtem MaS einzulagern beginnt und erst in einem 
zweiten Stadium die Atherombildung — d.h. Ablagerung von Lipiden und Cho- 
lesterin — einsetzt. Eine experimentelle B,-Mangel-Arteriosklerose ist neuerdings 
auch fiir den Hund bewiesen worden®, bei dem sich analoge Verinderungen an 
Brust- und Bauchaorta entwickeln. 


Eine Priifung des Pyridoxins in zwei Versuchsserien mit Dosen 
von 10mg (Gruppe 9) und 5 mg (Gruppe 14) zeigt auf den makro- 
skopisch sichtbaren atherosklerotischen Befall und den Lipidgehalt 
keinen erkennbaren EinfluB. Dagegen fiel bei auBerlicher Beurteilung 
besonders in Gruppe 9 die nur schwach ausgepraigte bindegewebige 
Reaktion in der Umgebung der Atheromherde und ein Fehlen von 
schwieligen Verainderungen und Schwartenbildungen auf, so daB die 
Aorten durchweg einen zarten Eindruck machten. Der Vergleich der 
Trockengewichte der fettfreien Aorta bestatigt diesen Eindruck. Sowohl 
nach Gaben von 10 als auch von 5 mg Pyridoxin lagen die durchschnitt- 


4 W. McFarland, Arch. Pathol. 55, 502, 503 [1953]. 
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lichen Trockengewichte um 6 bzw. 12% unter den Werten der Kontroll- 
gruppen und wiesen jeweils den absolut niedrigsten Wert innerhalb der 
ganzen Versuchsserie auf. In der Dosierung von 10 mg ist diese Ge- 
wichtsverminderung im wesentlichen durch einen geringeren Kollagen- 
gehalt erklirt, der mit einem Durchschnittswert von 29,3 mg iber 
5mg = 16% niedriger liegt als in der Vergleichsgruppe. Diese Kollagen- 
erniedrigung kommt bei Gaben von 5 mg nicht mehr zum Ausdruck, 
doch zeigt sich hier eine ganz eindeutige Wirkung auf die Grundsub- 
stanz. Die alkaliléslichen Bindegewebsanteile sind sowohl gegeniiber der 
Kontroile als auch gegeniiber der A- und A + E-Gruppe ganz betracht- 
lich herabgesetzt, und auch die Schwefelanalyse beweist mit einer Ver- 
ringerung von 9% eindeutig einen geringeren Gehalt an Polysaccharid- 
sulfat in der Grundsubstanz. Nach den Ergebnissen zweier Versuchs- 
reihen mu8 deza Pyridoxin ein Einflu8B auf den Umsatz des GefaB- 
bindegewebes zugesprochen werden. Es vermag schon in einer Dosierung 
von 5 mg eine sichere Abnahme des pathologisch vermehrten Polysaccha- 
ridsulfats zu bewirken und scheint in hoherer Dosierung von 10 mg die 
Kollagenneubildung zu unterdriicken und unter Umstanden sogar einen 
Abbau des Kollagens zu bewirken. Die Pyridoxinwirkung greift selektiv 
am Gefa8bindegewebe an, ohne den Lipidstoffwechsel der Aortenwand 
zu beeinflussen (Einzelwerte s. Tab. 3 und 8). 


Tab. 8. Gruppe 14. Pyridoxin. Gehalt der Hiihneraorta an Chondroitinsulfat 
(sulfathaltige Mucopolysaccharide), Kollagen und Elastin nach Verabreichung von 
5mg Pyridoxin pro Tag und Tier (Angaben in mg, bezogen auf das fettfreie 

















Trockengewicht). 

Versuchs- | Aorten- a —— Elastin | Elastin 
tier trocken- — ucope’y- | Kollagen| (gravi- | (kolori- 
Nr gewicht — caer web metr. ) metr. ) 
zis substanz (kolorimetr. ) OOF j 

14/I 48,4 11,0 1,96 26,9 | 6,22 7,1 
2 32,0 10,4 1,75 15.9 1,66 ~ 

3 40,5 14,9 1,91 By | 2,96 _ 
4 53,6 10,4 1,76 23,3 6,02 4,0 

5 42,9 10,7 2,13 23,5 1,46 — 

7 59,0 19,5 1,77 32,7 5,29 5,4 

9 56,4 15,0 1.78 26,2 5,10 4,3 

10 47,5 12,2 1,85 23,5 4,79 —_ 
1] 62,7 8,5 1,98 22,2 _ — 
Mittel: 49,2 12,2 1,88 24,0 4,19 5,2 

s&=> a 9,3 + 3.6 + O11 + 3,3 4 

















Mittelwerte der Kontroilgruppe 
| 59,7 | 26,0 | 2,0] LB OH i 9435 


Mittelwert fiir sulfathaltige Mucopolysaccharide aus S-Analyse: 1,96 
(Kontrolle: 2,16) 
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Besprechung der Ergebnisse 


Die Ergebnisse der Stoffwechselversuche zeigen, daB Grundsubstanz 
und Kollagen innerhalb gewisser Grenzen einer quantitativen Beein- 
flussung durch Wirkstoffe zuginglich sind. Das geht schon aus dem 
Vergleich der Trockengewichte der fettfreien Aorta bei den einzelnen 
Versuchsgruppen hervor. Da es sich bei den verwandten Versuchstieren 
um ein vollig homogenes Untersuchungsgut gleichaltriger und gleich- 
rassiger Tiere handelte und auch die einzelnen Versuchsgruppen mit 
fast gleichem Durchschnittsgewicht fiir den Versuch angesetzt wurden, 
kénnen unterschiedliche Durchschnittswerte fiir die Aortentrocken- 
gewichte bei den einzelnen Versuchsgruppen nur durch experimentell 
erzielte Veranderungen in der Gesamtmenge des GefaiBbindegewebes 
bedingt sein. 

Fir den Vergleich der Einzelergebnisse zwischen den einzelnen 
Gruppen wurden jeweils die Absolutwerte herangezogen. Dieses Vor- 


gehen erscheint notwendig und auch zulissig, da bei Bezugnahme auf 


Prozente des Trockengewichtes Differenzen nicht in Erscheinung treten 
wiirden. 

Bei einer Durchsicht der Ergebnisse im einzelnen ergeben sich 
folgende Gesichtspunkte: Nach Angaben anderer Autoren soll das 
Vitamin A den Sulfateinbau in die Mucopolysaccharide der Haut for- 
dern. Wir fanden in der Vitamin-A-Gruppe 11 zwar fiir das Chondroitin- 
sulfat in Ubereinstimmung mit der Schwefelanalyse héhere Werte als 
bei der Kontrollgruppe (und sogar den héchsten Wert der ganzen Ver- 
suchsserie), doch war diese Erhéhung zu gering, als daB daraus ein 
gesicherter Effekt abzulesen wire. Zudem konnte bei der Kombination 
der Vitamine A + E dieser Befund nicht erhoben werden. 


Die im Lipidstoffwechsel hochwirksame Vitamin-Kombination 
A + E erweist sich jedoch in Dosen von 10 mg/Tag wenig aktiv, doch 
war der Kollagengehalt etwas niedriger als bei den entsprechenden 
Kontrollgruppen. Dies kénnte auf einen Einflu8 des Vitamin E auf 
den Kollagenumsatz hindeuten, doch ist eher anzunehmen, daB die 
Kollagenverminderung mit der gleichzeitig erfolgenden Reduktion der 
Lipide im Zusammenhang steht, nach deren Entfernung auch die binde- 
gewebige Reaktion an Starke abnimmt. Insofern kénnen ,,sekundare 
Bindegewebseffekte“‘ zustandekommen, die eine Deutungsmdglichkeit 
fiir die Verminderung des Kollagengehaltes in beiden Versuchen ab- 
geben. 

Die Wirkungen des Methionins auf das Aortenbindegewebe zeigen 
Abhingigkeit vom Alter der Versuchstiere. Wahrend beim jiingeren 
Versuchstier eindeutige Wirkungen nicht erkennbar sind, kommt es bei 
bestehender Altersdisposition mit fortschreitender Arteriosklerose zu 
einem fordernden EinfluB auf die Bindegewebssynthese, die sich in einer 
Zunahme des Aortengewichtes, der alkaliléslichen Grundsubstanz und 
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des Kollagens ausdriickt. Parallel mit diesen Bindegewebsverainderungen 
geht eine erhdhte Cholesterineinlagerung in der Aorta, die um 100% 
hoher als bei der entsprechenden Kontrollgruppe liegt. 

Eine isolierte Wirkung auf das Bindegewebe der Aorta besitzt das 
Pyridoxin, das schon in Dosen von 5 mg/Tag eine Reduktion des 
Trockengewichtes und der Grundsubstanz, in héheren Dosen sogar eine 
Kollagensenkung bewirkt. Dieser an zwei Versuchsgruppen erhobene 
Befund bestitigt die wiederholt geiuBerten Vermutungen eines Ein- 
greifens des Pyridoxins (Vitamin B,) in den Bindegewebsstoffwechsel 
der GeféBwand erstmals. Er zeigt dariiber hinaus, daB selektive Binde- 
gewebseffekte ohne gleichzeitige Beeinflussung des Fettstoffwechsels 
méglich sind. Die auffallende Wirkung des Pyridoxins entspricht der 
ubiquitaéren Bedeutung dieses Vitamins fiir den EiweiBstoffwechsel. Die 
bereits deutliche Reduktion des Gewichtes der fettfreien Aorta ist nicht 
Ausdruck einer allgemeinen Gewichtsabnahme aller inneren Organe. 
Beispielsweise zeigt ein Vergleich der Frischgewichte der Leber, die als 
parenchymreiches Organ allgemeine Stoffwechselverinderungen am be- 
sten widerspiegelt, daB innerhalb der ganzen Versuchsserie kaum Diffe- 
renzen bestehen und insbesondere bei der Pyridoxingruppe das Leber- 
gewicht nicht von der Kontrollgruppe abweicht. Da trotz dieser Ver- 
anderungen im Bindegewebsstoffwechsel der Fettgehalt nicht beeinfluBt 
wurde, ergibt sich, daB dem Pyridoxin eine selektive und deutliche 
Wirkung auf das GefiBbindegewebe der Aorta zukommt. 


Fiir geschickte experimentelle Mitarbeit danke ich Fraulein Siglinde Wulf. 


Zusammenfassung 


Untersuchungen iiber die chemische Zusammensetzung des GefaB- 
bindegewebes beim Huhn ergeben fiir die nichtarteriosklerotische Aorta 
des 12 Wochen alten Versuchstieres Werte von 30% Elastin, 24% Kol- 
lagen und 0,4°% Gesamthexosaminen (Glucosamin 0,2, Galaktosamin 
0,2%). Die beim alten Huhn auftretenden spontanarteriosklerotischen 
Verainderungen des Aortenbindegewebes sind — in Analogie zur mensch- 
lichen Arteriosklerose — gekennzeichnet durch Elastinschwund, Zu- 
nahme des Kollagens und der strukturlosen Grundsubstanz (Hexos- 
amine). 

Stoffwechselversuche mit dem Ziel einer Beeinflussung der spontan- 
arteriosklerotischen Bindegewebsveranderungen beim Huhn lassen er- 
kennen, daB die im Lipidstoffwechsel hochaktiven Vitamine A + E 
im Bindegewebsstoffwechsel ohne gesicherte Wirkung sind. 

Wahrend das Methionin keine bzw. eine ungiinstige Wirkung 
auf die arteriosklerotischen Bindegewebsverainderungen ausibt, fihrt 
das Pyridoxin zu einer Verminderung der Grundsubstanz bzw. 
zu einer Abnahme des Kollagengehaltes. 


14* 
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Summary 


A content of 30% elastin, 24% collagen, and 0.4% total hexos- 
amines (glucosamine 0.2%, galactosamine 0.2°%) was found for the non- 
arteriosclerotic aorta of 12 week old chicken. Spontaneous arterio- 
sclerotic changes of connective tissue of the aorta in old chicken are 
marked by disappearance of elastin and increase of collagen and 
structureless ground substances (hexosamines). This is in analogy with 
human arteriosclerosis. 

Metabolism experiments aimed at influencing spontaneous arterio- 
sclerotic changes in connective tissue of chicken show vitamins A and 
E — highly active in lipid metabolism — to be without proven effect 
in connective tissue metabolism. 

Methionine effects arteriosclerotic changes of connective tissue not 
at all or unfavorably. Pyridoxin, however, decreases the ground sub- 
stance or collagen content. 
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Zur Charakteristik der Aminopeptidasen des Blutserums 
Von 
Horst Hanson und Reinhard J. Haschen 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Halle (Saale) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. September 1957) 


Durch friihere Untersuchungen in verschiedenen Arbeitskreisen!~* 
ist das Vorkommen von L-Peptidasen des Typs der Aminopeptidase und 
Dipeptidase im Serum bzw. Plasma sichergestellt. Wahrend der Spezi- 
fitatscharakter der Serumdipeptidasen einschl. der Imidodipeptidase 
(Prolidase) und der Iminodipeptidase (Prolinase) durch die von ihnen 
gespaltenen Substrate einigermaBen klar umrissen ist, gilt dies fiir die 
Aminopeptidasen nicht. Bei diesen werden heute bekanntlich zwei Typen 
unterschieden, die Aminotripeptidase und die Leucinaminopeptidase. 
Von beiden Enzymen, die in der Darmmucosa, aber auch in anderen 
Organen einschl. der Blutzellen weitverbreitet gefunden werden, ist be- 
kannt, daB ihre Substratspezifitat nicht sehr ausgesprochen ist. So bleibt 
fiir das Blutplasma zu kliren, ob die nachgewiesenen Aminopeptidase- 
effekte der Wirkung der Aminotripeptidase oder der Leucinaminopep- 
tidase oder einer Kombination beider Enzyme zuzusprechen sind. Einen 
gewissen Hinweis, daB die im Serum festzustellende Aminopeptidase- 
aktivitaét vorwiegend der Wirkung der Aminotripeptidase zuzuschreiben 
ist, liefern Untersuchungen, die Abderhalden mit dem einen von uns 
(H. H.) 1937 iiber die Hohe der Peptidaseaktivitat des Blutplasmas und 
ihre BeeinfluBbarkeit durch HCN durchfiihrte!. Cyanid vermochte die 
Spaltung der Dipeptide einschl. der Prolyldipeptide deutlich zu hemmen, 
wihrend die auch ohne Metallionenaktivierung relativ starke Hydrolyse 
von Leucyl-glycyl-glycin und Prolyl-glycyl-glycin durch HCN wenig 
inhibiert wurde. Diese Befunde stehen im Einklang mit der Annahme, 
daB es sich bei der Aminopeptidase des Plasmas in der Hauptsache um 


1 K. Abderhalden u. B. Oppler, diese Z. 58, 294 [1907]; E. Abderhalden 
u. L. Pincusson, ebenda 61, 200 [1909]; E. Abderhalden u. S. Buadze, 
Fermentforschung 10, 460 [1929]; ebenda 18,,363 [1932]; H. Hanson, ebenda 
14, 189 [1934]; R. Abderhalden, ebenda 14, 370 [1935]; ebenda 15, 157 [1936]; 
Ek. Abderhalden u. H. Hanson, ebenda 15, 382 [1937]. 

2 W. GraBmann u. W. Heyde, diese Z. 188, 69 [1930]. 

3-H. v. Euler, L. Ahlstrému. B. Hégberg, Dtsch. med. Wschr. 1940, 1078. 

4 E. Maschmann, Biochem. Z. 318, 156 [1942/43]. 

5 R. Merten, Biochem. Z. 318, 167 [1948]. 

6 H.Hansonu.M. Wenzel, Naturwissenschaften 39, 403 [1952} ; Klin. Wschr. 


31, 24 [1953]; H. Hanson u. N. Tendis, Z. ges. inn. Med. Grenzgebiete 9, 224 


[1954]; H.-P. Giercke, Medizin. Dissertat., Halle 1954; R. J. Haschen, Die 
Pharmazie 9, 824 [1954]; Clin. chim. Acta 1, 242 [1956]. 
7G. A. Fleisher, J. biol. Chemistry, 205, 925 [1953]; 206, 637 [1954]. 
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die durch die Metallionen nicht aktivierbare, HCN-unempfindliche 
Aminotripeptidase handelt und daB die geringfiigige Cyanidhemmung 
auf einen relativ geringen Anteil im Plasma vorhandener, durch Metall- 
ionen aktivierbarer Leucinaminopeptidase und auf die Ausschaltung 
sekundar zur Wirkung gelangender Dipeptidase entfallt. Zur Uber- 
priifung dieser Annahme mit dem Ziel, die quantitative Verteilung der 
beiden Aminopeptidaseaktivitéten im Serum genauer beurteilen zu 
k6énnen, fiihrten wir Untersuchungen iiber die Spaltung von Leucyl- 
glycyl-glycin, Leucyl-glycin und Leucinamid durch, tiber die im folgen- 
den berichtet wird. 

Zur Bestimmung der Peptidaseaktivitét im Serum von Kaninchen 
wurden titrimetrische Methoden (Mikrotitration nach GraBmann und 
Heyde®, Mikro-NH,-Bestimmung nach Conway®), vor allem jedoch 
die Papierchromatographie benutzt, nachdem wir uns von der Brauch- 
barkeit und den Vorteilen dieses Verfahrens gerade fiir Zwecke der Pep- 
tidasebestimmung in ausgedehnten Vorversuchen iiberzeugt hatten®. 


A. Methodik 


Serumgewinnung: Das Blut wurde den Kaninchen aus der Ohrvene ent- 
nommen und nach Gerinnung zur Serumgewinnung abzentrifugiert. Nur nicht- 
hamolytisches Serum wurde verwendet. 


Substrate 

pL-Leucyl-glycin (LG): Aus Br-Isocapronylchlorid und Glykokoll. 

Ber. N 14,81, gef. 14,78; 14,72 (n. Kjeldahl), papierchromatographisch rein. 

pL-Leucyl-glycyl-glycin (LGG): Aus Br-Isocapronylchlorid und Glycin- 
anhydrid. 

Ber. N 17,07, gef. 17,09 (n. Kjeldahl), papierchromatographisch rein. 

pL-Leucinamid* (LA): Aus Leucin-methylester in ammoniakal. Methanol 
nach Yang und Rising?®. 

Ber. N 21,37, gef. 21,02; 21,14 (n. Kjeldahl). 

Zusammensetzung der Spaltungsansitze: Sofern in Tabellen und Ab- 
hildungen nicht anders vermerkt, waren die Ansitze in bezug auf das Substrat 
0,05-m.; fiir die Substratstammlésung wurden die Substrate durch Zugabe von 
n-NaOH bzw. n-HCl und Auffiillen mit 0,1-m. toluolgesittigtem Veronalpuffer 
von entsprechendem py auf den py-Wert, bei dem der Spaltungsansatz durch- 
gefiihrt werden sollte (pH 7,8), eingestellt. 

Die Serummengen betrugen zwischen 10 und 50°, des Ansatzvolumens. Be- 
briitungsdauer bei 38° gemaiB Angabe in Tabellen und Abbildungen. Entsprechende 
Substrat- und Serumkontrollen liefen mit. 


Bestimmung der Spaltung 
1. Nach GraBmann-Heyde®: Titration von 0,1-ml-Proben des Spaltungs- 
ansatzes mit Thymolphthalein als Indikator und 0,01-n. alkohol. KOH. 

. Zur Bestimmung der Leucinamidspaltung wurde das freigesetzte NH, nach 
der Mikrodiffusionsmethode nach Conway? titriert. Der Spaltungs- 
ansatz (0,2 ml) mit 50% Serum befand sich in einem Mikroreagensréhrchen 
mit flachem Boden, das in den auBeren, mit 2 ml gesittigter K,CO,-Lésung 


* Dargestellt von H.-P. Giercke®. 
8 W. GraBmann u. W. Heyde, diese Z. 183, 32 [1929]. 
9 E. J. Conway u. E.O’Malley, Biochem. J. 86, 655 [1942]. 
10 Pp. C. Yang u. M. M. Rising, J. Amer. chem. Soc. 58, 3183 [1931]. 
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beschickten Teil des Conway-GefiBes gestellt war. Im inneren Teil des GefaBes 
befand sich 1 m/l Borat-Indikator-Lésung. Nach Bebriitung des verschlossenen 
Conway-GefaiBes bei 38° wurde durch Kippen des Mikroréhrchens der Spal- 
tungsansatz mit der K,CO,-Lésung vermischt. Nach 3stdg. Schiitteln bei 
Zimmertemperatur wurde mit 0,005-n. HCI titriert. 

3. Zur Erfassung der LGG- und LG-Spaltung wurde von der quantitativen 
Papierchromatographie (PCG) Gebrauch gemacht. Im wesentlichen wurde 
nach den zuletzt gemachten Angaben (Haschen®) verfahren. 

Aus den Spaltungsansitzen kamen fiir die quantitative PCG jeweils 10 yl 
zur Anwendung, die auf 29 x 30 cm Bogen, Schleicher & Schiill 2043a, auf- 
getragen und eindimensional mit n-Butanol — Essigsiure — Wasser 4: 1 : 5 ver- 
teilt wurden. Lediglich zum Nachweis der Glycyl-glycin-Spaltung wurde, 
da in Butanol—Essigsiure— Wasser keine Trennung von Glycyl-glycin und 
Glykokoll eintritt, mit wassergesittigtem Phenol + NaCN und 0,3-proz. 
waBr. NH, chromatographiert, was eine gute Trennung des Diglycins vom 
Glykokoll bei 20stdg. Laufzeit und etwa 18 cm Laufstrecke erméglichte. Die 
Messungen des vom Papier mit Methanol eluierten Ninhydrinfarbstoff-Kupfer- 
komplexes erfolgten im Stufenphotometer mit Hg-Dampflampe mit Filter S 50 
in Halbmikrokiivetten bei zumeist 2 cm Schichtdicke. 

Gegeniiber den titrimetrischen und sonstigen Verfahren zur Bestimmung 
von Peptidaseaktivititen kommt der quantitativen PCG der Vorzug zu, dal 
die aufgesprengte Peptidbindung z.B. beim Tripeptid LGG durch spezifische 
Erfassung des Spaltproduktes, z.B. Leucin, lokalisierbar ist und die Angabe 
der prozentualen Spaltung bei Ausschlu8 einer Sekundarspaltung eindeutig 
einer gespaltenen Peptidbindung, also in diesem Beispiel der zwischen Leucin 
und Glycyl-glycin, zuzuordnen ist. 

Alle Spaltungsangaben in % bei Hydrolyse einer Peptidbindung zwischen 
Leucin und dem Rest beziehen sich auf die L-Komponente, deren in den 
Versuch in Form des Racemats eingesetzte Menge gleich 100 gesetzt wurde. 


Ergebnisse 


Zur Beantwortung der Frage, in welchem Umfang sich ohne Akti- 
vator- oder Inhibitorzusitze, also unter méglichster Beibehaltung phy- 
siologischer Relationen der Enzyme und ihrer Effektoren, die Spaltungs- 
aktivitiét des Plasmas gegeniiber LGG auf die beiden in Frage kom- 
menden Enzyme, die Aminotripeptidase und die Leucylaminopeptidase 
verteilt, wurde als VergleichsmaBzahl die Geschwindigkeitskonstante K, 


1 100 
= . ,_t= i ] “] a ] 
Min. log i00nz ermittelte prozentuale Spaltung 


K, 

berechnet. 

Die Werte fiir K, der LGG-Spaltung durch Kaninchenserum er- 
geben sich aus den Beispielen in Tab. 1, aus deren Legende auch die 
Zusammensetzung der Ansaétze und Angaben zum Bestimmungsverfahren 
zu ersehen sind, sowie aus Abb. 2. 

Zu den K,-Werten der LG-Spaltung und ihrer papierchromato- 
graphischen Bestimmung siehe Tab. 2 (analog Tab. 1) und Abb. 2. 

Die Werte der LA-Spaltung durch Kaninchenserum sind aus Tab. 3 
und Abb. 2 zu ersehen. 

Da aus methodisch-meBtechnischen Griinden bei den gewahlten 
Substratkonzentrationen prozentuale Spaltungen tiber 40% bei papier- 
chromatographischer Bestimmung mit zu groBen Unsicherheitsfaktoren 
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Tab. 3. DL-LA-Spaltung durch Kaninchenserum. 
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Bestimmung durch Mikrodiffusionsmethode nach Conway. Im Ansatz von 0,2 ml befanden sich 
0,1 mi Serum und 0,1 mi 0,1-m. DL-Leucinamidlésung, die vor Auffiillen mit 0,1-m. Veronalpuffer 
(py 7,8) durch n-HCl auf py 7,8 eingestellt war. 100% Spaltung = 1,0 mi 0,005-n. HCl = 85 y NH,, 


korrigiert um Werte der Substratkontrolle und Serumkontrolle. 












































Tier-Nr. 1 2 3 
wy ml | ay ml ro ml a 
(Min.)} 0,005-n. o K,-10° | 0,005-n. /o K,-10° | 0,005-n. /0 K,.10° 
HCl Hydrolyse HCl Hydrolyse HCl Hydrolyse 

60 0,085 8,5 65 0,100 10,0 77 0,130 13,0 102 
120 0,170 17,0 68 0,185 18,5 75 — _ — 
180 0,287 28,7 82 0,230 23,0 63 0,320 32,0 94 
240 0,320 32,0 70 — _ _ 0,375 37,5 85 
300 — — — 0,340 34,0 60 0,450 45,0 7 
M 71 69 92 


Tab. 4, LGG-Spaltung durch Kaninchenserum. 


Bestimmung durch Titration nach GraBmann u. Heyde’. Die Ansiitze enthielten 0,5 ml 0,1-n. 
pL-LGG (durch n-NaOH auf p, 7,8 eingestellt), 0,3 ml0,1-n. Veronalpuffer (py 7,8) + 0,2 ml Serum. 


Bebriitung bei 38°; Titration von 0,1-ml-Proben. 









































Bebriitungsdauer in Min. 
0 60 120 240 480 
Tier 
Nr. ml ml ay ml ah ml Py ml % 
0,01-n. | 0,01-n. 70 0,01-n. /o 0,01-n. 70 0,01-n Spal- 
alkohol. | alkohol. | SPal- | alkohol. | SP@l- | alkohol. | SPal- | alkohol. | tung 
KOH KOH tung KOH tung KOH tung KOH 
1 0,69 = — 0,87 72 0,99 120 1,01 128 
2 0,70 = — 0,92 88 0,98 112 0,97 108 
3 0,68 = = 0,94 104 1,01 132 0,98 120 
4 0,60 0,71 44 0,79 76 0,87 108 0,86 104 
5 0,68 0,80 48 0,85 68 0,94 104 0,94 104 
6 0,70 0,78 32 0,83 52 0,92 88 0,92 88 
7 0,67 0,74 28 0,82 60 0,93 92 0,90 92 
8 0,67 0,73 24 0,81 56 0,89 88 0,87 80 
9 0,65 0,74 36 0,75 40 0,86 76 0,83 72 
10 0,66 0,74 32 0,78 48 0,83 72 0,85 76 
1 0,645 0,76 46 0,85 78 0,92 110 0,92 110 
12 0,665 0,74 30 0,82 62 0,91 98 0,93 106 
13 0,665 0,80 54 0,87 78 0,92 102 0,92 102 
14 0,665 0,78 46 0,88 86 0,91 98 0,93 106 
15 0,665 0,78 46 0,82 62 0,92 102 0,89 90 
16 0,68 0,78 40 0,86 72 0,93 100 0,92 102 
17 0,665 0,79 50 0,86 78 0,91 98 0,95 114 
18 0.655 0,74 34 0,80 58 0,95 118 0,96 122 
19 0.66 0,71 20 0,81 60 0,92 104 0,95 116 
20 0,66 0,72 24 0,85 76 0,99 132 0,965 122 
21 0,65 0,71 24 0,85 80 0,94 116 0,95 120 
M 36,6 69,2 103,3 103,9 
5 a8 15,15 15,83 15,40 
= 2,44 3,30 3.45 3,36 
Geschwindigkeitskonstanten (aus den Mittelwerten ,berechnet): 
60 Min. 120 Min. 
ie z * 3 : 5 
R, ( ain) 10 :610 577 
1 100 
¢ = [ed 5 + §g 27 
a ( Min. °” 100 a ae 


behaftet sind, seien auch die titrimetrischen Untersuchungen zur noch- 
maligen Uberpriifung der Frage, ob bei der DL-LGG-Spaltung nur die 


L-Komponente abgesprengt wird, mitgeteilt (Tab. 4). 


Wie sich aus Tab. 4 ergibt, geht der Mittelwert aus 21 Bestim- 
mungen nur um 4% iiber die 100-proz. Abspaltung der L-Komponente 
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hinaus und steigt bereits nach 240 Min. nicht mehr an. Bei einzelnen 
Bestimmungen finden sich Spaltungen bis 132°. Dies kénnte fiir Hydro- 
lyse des D-Leucylpeptides sprechen. Wir sind jedoch nicht dieser An- 


rasch abgespalten werden kann, wodurch auch der Stillstand der Hydro- 
lyse ab 240 Min. erklart werden kénnte, und daB die bei verschiedenen 
Titrationen tiber 100-proz. Spaltung hinausgehenden Werte Auswir- 
kungen des infolge des hohen EiweiBgehaltes des Serums relativ hoch 
zu veranschlagenden Titrationsfehlers und der sekundiren Spaltung von 
Diglycin sind, die bei Anwendung der Titrationsmethoden nicht ge- 
sondert erfaBt werden kann, aber, wie Abb. 1 zeigt, bei der LGG-Spaltung 


is WHY ‘i 


66 9OOV®e 











6 20006 
H Sk Sok H H Sk Sbk 
0 60 150 270 420 1343 Min 


Abb. 1. Nachweis der Sekundarspaltung von Glycyl-glycin bei der 
Leucyl-glycyl-glycin-Hydrolyse durch normales Rattenserum 
(Pool von drei Tieren). 

Chromatographie: wassergesittigtes Phenol + NaCN + 0,3-proz. NH;. Papier 
Schleicher & Schill 2043a. Laufzeit etwa 20 Stdn., Laufstrecke etwa 18 cm. 
Trocknung: 1,5 Stdn. im Warmluftstrom von 40°. Entwicklung: 0,5-proz. Nin- 

hydrinlésung in wassergesittigtem n-Butanol mit 7% Eisessig. 

H: Hauptversuch, Sk: Serumkontrolle, Sbk: Substratkontrolle, LGG: Leucy]l- 

glycyl-glycin, L: Leucin, GG: Glycyl-glycin, G: Glykokoll. Nach 60 Min. sind etwa 

20% der t-Komponente des LGG zu L und GG aufgespalten. Nach 150 Min. ist 
G sicher nachweisbar. 


zweifellos auftritt. Neben dem schon friihzeitig feststellbaren Diglycin 
ist nach 150 Min. auch Glykokoll nachweisbar. Auch das Verhalten der 
K-Werte (Tab. 4) zeigt, daf& mehrere Spaltungsreaktionen bei der 
Titration erfaBt sind, da im Gegensatz zu den Messungen der Leucin- 
abspaltung bei der quantitativen PCG keine Abhangigkeit nach K,, eher 
nach Ky vorhanden ist. Es dirfte somit kaum zweifelhaft sein, dab 
diejenigen Titrationswerte, die iiber 100-proz. Abspaltung des L-Leucins 
ergeben, nicht auf die Hydrolyse des D-Leucylpeptides, sondern neben 
der Titrationsungenauigkeit auf die Sekundirspaltung des Diglycins zu- 
riickzufihren sind. 

Die von uns ermittelten K,-Werte der LGG-, LG- und LA-Spaltung 
bei den jeweiligen Serummengen sind aus Abb. 2 zu ersehen. Sie stehen 
im Verhaltnis 1: 0,22: 0,08 zueinander. Nach E. L. Smith" betragt 
das Verhiltnis der Aktivitaten fiir die Spaltung von LGG, LG, LA durch 


11 KE. L. Smith, Advances in Enzymol. 12, 191 [1951]. 





sicht, sondern glauben, daB die L-Komponente bis zu 100% relativ 
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gereinigte Leucinaminopeptidase 2,2: 2,0: 1,0 und fiir die Hydrolyse 
yon LGG und Triglycin durch gereinigte Aminotripeptidase 46:41 = 
1,1: 1,0. Es kann also keinem Zweifel unterliegen, daB die LGG-Spaltung 
durch Serum im Vergleich zur Hydrolyse von LG und LA auBerhalb 
der Relationen liegt, die zu erwarten waren, wenn das Enzym, das LA 
und LG hydrolysiert, auch allein fiir die LGG-Spaltung verantwortlich 
wire. Unter Zugrundelegung der LA-Spaltung wiire bei Annahme eines 
mit Leucinaminopeptidase homospezifischen Enzyms im Serum fir die 
LGG-Aufsprengung ein K, von etwa 170 bei 50% Serum im Ansatz zu 
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erwarten gewesen. Festgestellt wurde aber ein Durchschnittswert von 
950. Da die Triglycinhydrolyse und die LGG-Spaltung durch Serum 
ohne besondere Aktivierungszusitze in der gleichen GréBenordnung 
liegen?, ist der SchluB berechtigt, daB die LGG-Spaltung weit iiber- 
wiegend auf die Wirkung der Aminotripeptidase zu beziehen ist. Unter 
Zugrundelegung der Vergleiche der LGG-Spaltung mit den Hydrolysen 
der fiir Aminotripeptidase und Leucinaminopeptidase charakteristischen 
Substrate wire ein Verhiltnis der beiden Enzymaktivitaten im Serum 
gegeniiber LGG von 18: 100 anzugeben, wobei sich jedoch dieses Ver- 
haltnis noch mehr zugunsten der Aminotripeptidasewirkung infolge 
ihrer héheren Konzentration bzw. gréBeren Affinitat zum Substrat ver- 
schieben diirfte. 
Zusammenfassung 

Die Peptidaseaktivitat des Kaninchenserums gegentiber DL-Leucyl- 
glycyl-glycin, DL-Leucyl-glycin und DL-Leucinamid wurde bestimmt. 
Die Spaltungsgeschwindigkeiten verhielten sich wie 1: 0,22: 0,08. In 
Kenntnis der Aktivitatskoeffizienten von gereinigter Aminotripeptidase 
und Leucinaminopeptidase gegeniiber den verwendeten Substraten laBt 
sich aussagen, daB die Hydrolyse von Leucyl-glycyl-glycin durch Serum 
zum weitaus iiberwiegenden Teil auf die Aktivitat der Aminotripeptidase 
zurickzufihren ist. 











290) Die Aminopeptidasen des Blutserums 


Auf Grund titrimetrischer Untersuchungen mit DL-LGG als Sub. 
strat ist eine D-Peptidasewirkung zumindest des normalen Kaninchen- 
serums unwahrscheinlich, eine mit Rattenserum papierchromatogra.- 
phisch nachgewiesene Sekundarspaltung des freigesetzten Gyleyl-glycins 
auch durch Kaninchenserum aber anzunehmen. 


Summary 


In rabbit serum the activity of peptidase was determined on DL- 
leucyl-glycyl-glycine, DL-leucyl-glycine and DL-leucinamide. The speeds 
of cleavage were found to be | : 0.22: 0,08 respectively. Leucyl-glycy!|- 
glycine is hydrolized by serum largely due to the high activity of amino 


purified aminotripeptidase and leucinaminopeptidase on the employed 
substrates. 

Titrimetric investigations with DL-leucyl-glycyl-glycine as sub- 
strate make it improbable that normal rabbit serum show any D-pep- 
tidase activity. But it may be assumed that rabbit serum splits liberated 
glycyl-glycine, as demonstrated by paper chromatography with rat 
serum, 
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tripeptidase. This can be deduced from the activity coefficients of 
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Die Peptidaseaktivitat des Blutplasmas 
aus verschiedenen HauptgefaSistammen, 
des Harns und der Galle gegeniiber Leucyl-glycyl-glycin 


Von 
Horst Hanson und Reinhard J. Haschen 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Halle (Saale) 


(Der Schriftleitung zugegangep am 7. September 1957) 


Fur Aussagen iiber Herkunft und Verbleib der im Blutplasma nach- 
gewiesenen Aminopeptidasen schien es uns von Interesse, der Frage der 
Peptidaseaktivitat des Blutplasmas verschiedener GefaiBgebiete sowie 
des Harns und der Galle gegeniiber Leucyl-glycyl-glycin (LGG), dem zur 
Erfassung dieser Enzymwirkung mit am haufigsten benutzten Substrat, 
nachzugehen. In der Mehrzahl bisheriger Untersuchungen tiber Blut- 
plasmapeptidasen wurde vendses Blut oder, wie zumeist bei der Ratte, 
das bei Kupieren des Schwanzes austretende Blut benutzt. Um jedoch 
zur Frage Stellung nehmen zu kénnen, ob und in welchem Umfang be- 
stimmte Organe oder Organsysteme an der Regulierung der Peptidase- 
aktivitaét des Blutplasmas durch Einschwemmung eigener Enzyme in 
das Blut oder durch Aufnahme aus dem Blut und Ausscheidung beteiligt 
sind, ist es notwendig, die arterio-vendse Differenz der Aktivitéten zu- 
gehoriger GefaiBe zu bestimmen. Soweit wir feststellen konnten, haben 
zum Problem der arterio-venésen Differenzen der Peptidaseaktivitat 
Schwartz und Myers! Untersuchungen an Geisteskranken und soma- 
tisch Kranken, vorwiegend Leberkranken, angestellt. Die LGG-Hydro- 
lyse durch Plasma von Blut der Art. femoralis und V. hepatica wurde 
bestimmt. Dabei zeigte sich, daB bei normaler arterieller LGG-ase- 
Aktivitét die Differenz zur V. hepatica schwach positiv oder negativ, 
im Durchschnitt ausgeglichen war, bei erhdhter arterieller Aktivitat 
dagegen deutlich positiv. Verff. ziehen den SchluB und leiten es auch 
statistisch ab, da& mit zunehmender Peptidaseaktivitat im art. Plasma 
ihre Eliminierung aus dem Blut in den Visceralorganen, die ihr Blut 
durch die V. hepatica abfiihren, ansteigt. Diese Feststellung 1aBt sich 
mit der Beobachtung von Fleisher und Butt? in Einklang bringen, 
nach der bei Leberkranken, besonders solchen mit Gallenstauungen, die 
Plasma-Tripeptidaseaktivitat gegeniiber Triglycin anstieg und die Galle, 
die mehrere Tage nach Cholecystektomie und Choledochotoinie ge- 
sammelt wurde, von bemerkenswert hoher Spaltungskraft gegenitiber 


1 Th. B. Schwartz u. J. D. Myers, J. clin. Invest. 38, 337 [1954]. 
2G. A. Fleisher u. H. R. Butt, J. clin. Invest. 82, 674 [1953]. 
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Triglycin war. Schwartz und Myers! sprechen der Niere keine wesent- 
liche Rolle als Ausscheidungsort fiir Tripeptidase zu, da die von ihnen 
beidseitig nephrektomierten Ratten im Vergleich zu allerdings nicht 
scheinoperierten normalen Kontrollen 24 Stdn. nach dem Eingriff keine 
Erhéhung der Enzymaktivitaét im Plasma aufwiesen. Die Feststellungen 
von Abderhalden und Buadze*® und Buadze‘* tiber die Ausschei- 
dung von Peptidasen im Harn von Mensch und Tier lassen sie dabei un- 
beriicksichtigt. 

Wir untersuchten bei Kaninchen die LGG-Spaltung durch Plasma 
aus der Aorta, Ven. cava caud., V. cava thorac. und V. renalis sowie 
durch Harn und Galle, um dabei die Organe, denen man bei der Regu- 
lierung der Aktivitaét des Plasmas in erster Linie eine Funktion wird 
zusprechen kénnen (Abdominalorgane, Nieren), zu erfassen und gleich- 
zeitig auch Aussagen iiber die Eliminierung von Peptidaseaktivitat durch 
Niere und Leber machen zu kénnen. Dabei ist natiirlich zu beriicksich- 
tigen, daB die in Harn und Galle gemessenen Enzymaktivitaten nicht 
auf aus dem Blut transferiertes Fermentmaterial-zuriickgefiihrt werden 
miissen, sondern auch den recht hohen LGG-spaltenden Aktivitaten der 
Organzellen selbst entstammen kénnten, da, wovon wir uns in eigenen 
Untersuchungen iiberzeugten®, gerade Niere und Leber hohe LGG- 
spaltende Wirkung besitzen. 


Methodik 


Tiermaterial: Zu den Versuchen dienten normal mit Griinfutter ernahrte,. 
allerdings simtlich mit Cystizerkose befallene Kaninchen beiderlei Geschlechts 
von 1100—2350 g Gewicht. 

Blutplasmagewinnung: In Evipannarkose (bis 0,1 g/kg in die Ohrvene) 
wurden nach Laparotomie die V. renalis, die V. cava caudalis unterhalb des Ab- 
ganges der V. renalis und die Aorta abdominalis in der genannten Reihenfolge 
punktiert. AnschlieBend wurde rasch thorakotomiert und Blut aus der V. thoracica 
entnommen. Bei jeder Punktion, die bei den Venen in der dem Blutstrom entgegen- 
gesetzten Richtung erfolgte, wurden 0,5 mi Blut entnommen und vorsichtig in ein 
mit 1,5 mg Heparin* versehenes Mikroreagensréhrchen entleert. Das durch 30 Min. 
langes Zentrifugieren bei 1500 x g abgetrennte Plasma wurde abgehebert und 
diente zur Peptidaseaktivititsbestimmung. 

Harn und Galle wurden durch Punktion von Harn- und Gallenblase ge- 
wonnen. Beide Fliissigkeiten wurden zentrifugiert und in gleicher Weise und Menge 
zu dem Spaltungsansatz zugesetzt wie Blutplasma. Die Galle wies kein Sediment 
auf und war bei mikroskopischer Kontrolle optisch leer; im Harnsediment keine 
Leukocyten und Epithelien, lediglich Oxalate, amorphe Urate und Mucin nach- 
weisbar. 

Als Substrat wurde p1-LGG verwendet, das in iiblicher Weise aus Glycin- 
anhydrid und Brom-isocapronylchlorid nach E. Fischer dargestellt worden war. 

Die Spaltungsansitze waren in bezug auf das Substrat 0,05-m. und mit 
2-n.NaOH und 0,027-m. toluolgesittigtem Veronalpuffer auf py 7,8 eingestellt und 


* Heparin wurde dankenswerterweise von der Fa. Schuchardt, Minchen, 
zur Verfiigung gestellt. 

3 EK. Abderhalden u. S. Buadze, Fermentforschung 18, 363 [1932]. 

4 §. Buadze, Fermentforschung 14, 143 [1934]. 

5 H. Hanson, Beiheft 1 zu ,,Die Kulturpflanze*‘ S. 146, Akademie-Verlag. 
Berlin, 1956. 
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enthielten 1/,, des Vol. Plasma bzw. Harn bzw. Galle (Abmessung mit Hilfe der 
Hirschfeld-Prazisionspipette). 

Die Peptidasebestimmung erfolgte mit einem quantitativ-papierchromato- 
graphischen Verfahren wie friher®’? beschrieben. Bestimmt wurde das abgespaltene 
Leucin. 


Ergebnisse 


Aus Tab. 1 sind die in K,-Werten ausgedriickten Peptidaseaktivi- 
titen des Plasmas aus den angegebenen GefaBgebieten bei den einzelnen 
Versuchstieren zu ersehen. 


Tab. 1. Prozentuale Hydrolyse von LGG und die K,-Werte der Spaltung durch 
Kaninchenblutplasma aus verschiedenen BlutgefaBen. 

Die Spaltungszeiten betrugen bis auf die gekennzeichneten Ausnahmen 60 Min. 

°, Hydrolyse (x) ist auf die L-Komponente des eingesetzten Racemats bezogen. 


z= a . (Z = Extinktion des durch PCG aus 10 wl des Spaltungsansatzes ab- 


getrennten und in Form des Ninhydrinfarbstoff-Cu-Komplexes bestimmten Leucins ; 
b und m Charakteristiken der durch Verwendung von Standardlésungen erhaltenen 
1 100 


Eichgeraden). K, berechnet aus K, = Min log 100-2" 












































tie : Ge- Vena Vena Aorta Vena 
a oa sl wioht renalis cava caud. cava thorac. 
MS) x |K,-105 x |K,-109) x |K,10) a |K,-105 
1 ¢ 1,500 | 11,3 88 11,2 87 12,6 98 9,6 x ie 
2 e 1,100} 21,5 176 22,9 180 20,9 176 21,7 179 
3 + 1,350 | 15,8 125 14,4 112*)| 16,1 127»b)| 14,6 109¢) 
4d) fe 1,690 | 14,4 | 131 | 23,0 | 208 | 18,7 | 173 15,6 | 144 
5 : 1,640 | 29,2 250 32,0 | 280 29,2 250 34,8 307 
6 3 1,950 | 24,8 207 26,8 227 27,1 230 29,0 249 
a Q 1,600 | 21,5 176 19,8 160 25,0 208 24,5 204 
8 g 1,700 | 26,9 227 19,3 156 18,5 148 20,9 170 
9 3 1,550 | 19,7 160 22,0 180 19,8 161 20,3 165 
10 ) 2,350 | 22,0 180 19,1 153 22,5 185 23,1 190 
lle) 3 1,750 | 23,0 163 25,5 183 25,6 184 23,9 170 
171,2 175,1| 176,4 178,5 
a) t 61 Min.; b) ¢ = 62 Min.; c) ¢ = 63 Min.; d)¢ = 52 Min.; e) ¢ = 70 Min. 


Die Auswertung der Angaben von Tab. 1 erfolgte durch paarweisen 
Vergleich, d.h. Differenzbildung der K,-Werte der den einzelnen Ge- 
fiBen zugehérigen Peptidaseaktivitaten (Tab. 2). 

Es ergibt sich eine zu mindestens 95° gesicherte Differenz zwischen 
den Plasmapeptidaseaktivititen in Aorta und V. renalis (¢ = 2,86; 
t50, = 2,23; to, = 3,17 fiir n = 10), waihrend der Unterschied der Werte 
zwischen V. cava thoracica und V. renalis dieser Grenze nahekommt. 
Die Differenzen zwischen den tibrigen GefaBpaaren unterschreiten sie 


6 R. J. Haschen, Clin. Chim. Acta 1, 242 [1956]. 
7 H. Hanson und R. J. Haschen, diese Z. 310, 213 [1958}. 
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Tab. 2. Auswertung der Werte von Tab. 1. 
Differenzen der Werte von K,-10° aus Tab. 1 zwischen: 














Ti Aorta — Aorta — V. cava V. cava V. cava 
ier | Aorta — © ial D aici salah 3s h __ | thoraec. — 
Nr, Y. wenatie . cava . cava caud, — thorac. : V~, ae 
caud. thorac. V.renalis | V. renalis 
caud. 

1 +10 + 1] + 21 — ] — ll —10 

2 0 — 4 — 3 + 4 + 3 — 1 

3 + 2 +15 +18 —13 — 14 — 3 

4 + 42 — 35 + 29 +77 +13 (— 64) 

5 0 — 30 (— 57) + 30 + 57 + 27 

6 + 23 + 3 —19 + 20 + 42 + 22 

7 + 32 + 48 + 4 — 16 + 28 + 44 

8 (— 79) — 8 — 22 — 71 (— 57)* +14 

9 + ] —19 — 4 + 20 + § —15 
10 + § +. 32 — § — 27 +10 + 37 
1] + 21 + 1 +14 + 20 + 7 —13 
d + 13,6 + 1,3 + 3,0 + 3,9 +14 + 10,2 
Sa 15,08 25,19 17,03 37,54 22,36 21,54 
n 10 ll 10 11 10 10 
84 4,76 7,59 5,38 11,31 7,07 6,81 
t 2,860 0,171 0,558 0,345 1,978 1,500 
15% 2,228 




















* Analog zu Aorta — V. ren. 


Bezeichnungen nach S. Koller®. d: Mittelwert der Differenzen der Beobachtungs- 
paare; n: Zahl der Beobachtungspaare; sq: mittlere Abweichung der Differenz ; 
sq: mittlerer Fehler von d; t: PriifmaB (t = “| . Die in der Tabelle eingeklam- 
merten Zahlen wurden nach Chauvenets Kriterium® eliminiert und daher bei der 
Berechnung von d, n, 8g und sg nicht beriicksichtigt. 

dagegen so weitgehend, das aus ihnen keine bindenden Schliisse zu 
ziehen sind. Somit ist zu folgern, da das Plasma beim DurchfluB durch 
die Niere Peptidaseaktivitat gegeniiber LGG verliert, da&8 Anhaltspunkte 
fiir Aktivitaétsverluste in anderen Stromgebieten des Organismus nicht 
vorliegen, daB dagegen méglicherweise eine Einschwemmung von Pepti- 
daseaktivitat aus den Stromgebieten der Vena hepatica stattfindet, wie 
aus den relativ hohen Differenzen und ¢-Zahlen der Werte V. cava 
thoracica — V. renalis und V. cava thoracica — V. cava caud. mit aller 
Vorsicht geschlossen werden kann. Diese SchluBfolgerungen werden in 
bezug auf die Aktivitatsverluste im Bereich der Niere durch Unter- 
suchungen des Harns gestiitzt und in Hinsicht auf die Einschwemmungs- 
méglichkeiten aus dem Bereich der Visceralorgane durch die Bestimmun- 
gen der Peptidaseaktivitat der Galle nicht beeintrachtigt. 


8 S. Koller, in Hoppe-Seyler-Thierfelder ,, Handbuch der physiologisch- und 
pathologisch-chemischen Analyse“ (Springer-Verlag, Berlin, 1955) I1., 2. Teil, 
S. 931 ff. 
® Geigy-AG. Basel, Wissenschaftl. Tabellen 1953. 
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In Tab. 3 sind die Ergebnisse der Versuche mit Harn und Galle 
derjenigen Tiere angegeben, deren Blutplasma aus verschiedenen GefaBen 
ebenfalls auf LGG-Spaltung gepriift wurde (s. Tab. 1 und 2) sowie auch 
von solchen Tieren, bei denen nur Harn und Aortenplasma verglichen 
wurde. 

Tab. 3. Die Peptidaseaktivitit von Aortenplasma, Harn und Galle. 
er Zusammensetzung der Ansitze und Bestimmung der Peptidaseaktivitat s. 
Legende Tab. 1. Die Tiere der Nr. 1—10 sind die gleichen wie unter Nr. 1—10 der 
Tab. 1 und 2. 




















K,10° 
Nr. Aorten- : 
plasmaa) Harnb) Galleb) 

1 98 (--) (+) 

2 176 (+) 0,0 

3 127 13,7 3,9 

4 173 8,0 a4 

5 250 13,5 8,8 

5 230 32,4 3,5 

a 208 8,2 Gallenblase leer 

8 148 16,0 2 

9 161 9,5 TO 
10 185 5,3 5,4 
| 170 10,8 i nicht untersucht 
12 139 11,7 nicht untersucht 
13 222 22,9 nicht untersucht 
14 169 (++) nicht untersucht 
15 158 0,5 nicht untersucht 
16 148 4,0 nicht untersucht 
mM | ma | >t | >a: 


a) Die Bebriitungszeiten lagen zwischen 60 und 73,5 Min. 

b) Die Bebriitungszeiten lagen zwischen 320 und 1405 Min. 

Der Vergieich der Zahlen und ihrer Mittelwerte laBt erkennen, da 
die Aktivitaten in Plasma, Harn und Blasengalle, auf die Volumen- 
einheit bezogen, sich wie 100:6:3 verhalten. Die Niere und in ge- 
ringerem Umfang die Leber eliminieren Enzymaktivititen, wobei auf 
Grund der allgemeinen Ausscheidungs- bzw. Sekretionsfunktion der 
beiden Organe nur vermutungsweise geschlossen werden kann, dab es 
sich um die Eliminierung von Plasmaaktivitaten handelt und nicht um 
organeigene, harn- bzw. gallefihig gewordene Gewebspeptidasen. Bei 
den die Leber auf Blut- und Gulleweg verlassenden Enzymen ist natiir- 
lich ihr méglicher Einstrom aus den Quellgebieten der V. portae (Darm, 
Pankreas, Milz) zu beriicksichtigen, deren Blut bei unseren relativ kleinen 
Versuchskaninchen nicht untersucht werden konnte. 

Ob bei den in den verschiedenen GefaBgebieten sowie in Harn und 
Galle bestimmten Spaltungen gegenitiber LGG das gleiche Verhaltnis der 
Wirkung von Tripeptidase zu Leucylaminopeptidase vorliegt, wie es fiir 
Ohrvenenblut von Kaninchen beschrieben wurde’, vermégen wir infolge 
alleiniger Verwendung von LGG als Substrat nicht zu sagen. Eine Ande- 


Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 310 15 
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rung des Verhaltnisses der Aktivititen durch selektive oder pravalierende 
Ausscheidung eines der beiden Enzyme oder ihrer Effektoren durch die 
Niere oder Leber oder durch eine in anderem Verhiltnis erfolgende Ein- 
schwemmung aus Organen in das Blut ist denkbar. 

Unsere Versuche lassen den Schlu8 zu, daB der Niere zweifellos eine 
Funktion bei der Regulierung der Plasmatripeptidase zukommt. Die 
Feststellungen von Schwartz und Myers! iiber die fehlende Erhohung 
der Tripeptidaseaktivitét im Plasma bei doppelseitig nephrektomierten 
Ratten im Vergleich zu normalen, also auch nicht scheinoperierten 
Tieren scheinen uns nicht beweisend fiir die von diesen Verff. gezogene 
SchluBfolgerung, daB den Nieren bei der Regulierung dieser Enzym- 
aktivitaét keine Bedeutung zukommt. In eigenen, noch unveréffentlichten 
Versuchen!® konnte gezeigt werden, daf} allein schon der Stress einer 
Scheinoperation bei Ratten zu einem signifikanten Abfall der Plasma- 
aktivitét gegentiber LGG fiihrt, so daB der fehlende Anstieg bei nephrek- 
tomierten Tieren von Schwartz und Myers sehr wohl Ausdruck der 
ausgeschalteten Nierenfunktion sein kénnte. 


Zusammenfassung 

Es wurde die Tripeptidase-Aktivitaét des Blutplasmas aus Aorta. 
V. cava caudalis unterhalb der Einmiindung der Nierenvene, V. renalis. 
und Pars thoracica der V. cava caudalis sowie des Blasenharns und der 
Blasengalle untersucht. Es fand sich eine gesicherte (p > 0,05) positive 
Differenz zwischen Aorta und V. renalis. Die Aktivitéten von Aorten- 
plasma, Harn und Galle, bezogen auf die Volumeneinheit, verhielten sich 
etwa wie 100: 6: 3. 

Aus den Befunden lat sich schlieBen, daB Peptidase durch die 
Nieren eliminiert wird. Der Leber bzw. den Organen des Pfortader- 
gebietes scheint neben geringfiigiger Ausscheidung vor allem eine Abgabe 
an das Blutplasma zuzukommen. 


Summary 


The activity of tripeptidase of blood plasma was investigated when 
taken from the aorta, from vena cava caudalis below the exit of the 
kidney vein, from vena renalis, and from pars thoracica of vena 
cava caudalis. The activity was also investigated on bladder urine and 
bladder bile. A certain (p > 0.05), reproducible difference was found 
to exist between aorta and vena renalis. The activities of plasma from 
the aorta, of urine, and of bile are approximately 100: 6: 3 respectively, 
when related to unit volume. 

Collected evidence permits the conclusion that peptidase is eli- 
minated by the kidneys. Along with negligible excretion, liver and the 
organs of the portal vein region primarily seem to deliver it to blood 
plasma. 

10 R. J. Haschen, Wissenschaftl. Ztschr. d. Martin-Luther-Universitat, im 
Druck. 
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Eiwei$zufuhr und Serumpeptidaseaktivitat 
gegeniiber Leucyl-glycyl-glycin 
Von 
Horst Hanson und Reinhard J, Haschen 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Halle (Saale) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. November 1957) 


Uber die Bedeutung der jenseits des Darmkanals vorkommenden 
Blut- und Gewebspeptidasen fiir den EiweiBstoffwechsel ist auBer ihrer 
leicht nachweisbaren proteolytischen Wirkung wenig Sicheres bekannt. 
Deshalb beschaftigten wir uns u. a. mit der Frage, ob Zusammenhange 
zwischen der Hohe des EiweiBumsatzes und dem Blutserumspiegel der 
Enzymaktivitaét gegeniiber Leucyl-glycyl-glycin (LGG) erkennbar sind. 
Es wurde, weil am nachstliegenden und am einfachsten kontrollierbar 
und meBbar durchzufiihren, der EiweiBumsatz bei Ratten durch ent- 
sprechende eiweiBfreie, -arme und -reiche Ernahrung beeinfluBt und das 
Verhalten der im Blutplasma gegeniiber LGG wirksamen Peptidase- 
aktivitaét bestimmt. Der Einflu8 der Nahrungszufuhr als solcher, also 
der einzelnen Mahlzeit, auf die Peptidaseaktivitaét war nicht Gegenstand 
der Untersuchung, zumal auf Grund der Beobachtungen von G. A. 
Fleisher}, in denen er beim Menschen bis zu 2 Stunden nach einer 
2000 kcal umfassenden, zu 59% durch Fett und 17% durch EiweiB 
gedeckten Mahlzeit keine Anderung der Serumpeptidaseaktivitat gegen- 
tiber Glycyl- glycin und Glycyl-leucin feststellte, eine kurzfristige 
Anderung auch im Plasmaspiegel der Ratte nicht zu erwarten ist. Eine 
BeeinfluBbarkeit des Peptidasespiegels im Sinne einer Erhoéhung der 
Aktivitaét durch allerdings parenterale Zufuhr von Peptiden und Pro- 
teinen wurde bereits friiher festgestellt?, jedoch lassen sich diese Unter- 
suchungen auf Grund der in ihnen angewandten Peptid- und Eiweib- 
mengen, die ferner das in der Nahrung enthaltene EiweiB unberiicksich- 
tigt lieBen, nicht in sichere Beziehungen zu Anderungen des quantita- 
tiven EiweiBstoffwechsels setzen, zumal auch auf Grund der damals 
gegebenen Methodik die tiber Wochen hinweg sich erstreckenden Blut- 
entnahmen bei den Versuchstieren nicht so klein gehalten werden konn- 
ten, daB nicht allein schon dadurch eine Beeinflussung der Serum- 
peptidaseaktivitaét moéglich erscheint. 


1G, A. Fleisher, J. biol. Chemistry 205, 925 [1953]. 
2 FE. Abderhalden und Pincusson, diese Z. 81, 200 [1909]; H. Hanson, 
Fermentforschung 14, 189 [1934]; R. Abderhalden, ebenda 14, 371 [1935]. 
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Methodik 


Tiermaterial: Es wurden minnliche und weibliche, einzeln gehaltene, 
weiBke Ratten aus eigener Zucht im Gewicht von 154—206 g verwandt. 

Fiitterung: Bei den verabreichten Kostformen handelte es sich um ein 
Normalfutter, ferner eine eiweiBfreie, eiweiBarme und eiweiBreiche Nahrung von 
der aus Tab. | ersichtlichen Zusammensetzung. 


Tab. 1. Zusammensetzung des Versuchsfutters. 























Normal- eiweiB- eiweib- eiweib- 

futter frei arm reich 
Rohcasein (76,2% votive Oe hs 18 0 5 50 
Kartoffelstarke .. . ee 59 87 72 27 
Pflanzenél . . rare 8 8 8 8 
Salzgemisch II n. “Steenbock. . . 4 4 + 4 
Lebertran. . pee Pugeiae l l 1 ] 
Kleie (14% Eiwei8) ps EE di OE sin 10 0 10 10 
Eiweifgehalt in % | 15 0 5 40 


Zur Herstellung der verzehrsfertigen Nahrung wurde zunichst der Stiirke- 
anteil von 100 Tln. Futtergemisch durch Erhitzen mit 300 Tln. Leitungswasser 
zur Quellung. gebracht und danach die iibrigen Bestandteile untergeriihrt. In 
diesem Zustand konnte das Gemisch bei 0° bis zu 14 Tagen ohne Zersetzungs- 
erscheinungen aufbewahrt werden. Auf gesonderte Trinkwasserverabreichung 
wurde in Anbetracht des hohen Wassergehaltes des Futters verzichtet. Dagegen 
wurde allen Tieren im Hinblick auf den durch den Fortfall der Kleie bei den 
eiweiBfrei ernahrten Ratten vorhandenen Mangel an B-Vitaminen einmal pro 
Woche 0,2 g getrocknete Bierhefe gegeben. Die Futtertagesmenge betrug 40 g und 
wurde meist véllig aufgefressen. 

Peptidasebestimmung im Serum: Die Tiere kamen 3—6 Wochen vor 
der ersten Blutentnahme bei Normalfutter in das Milieu, in dem der weitere Ver- 
such ablief. Die Blutentnahmen, zwischen denen beim Einzeltier immer mindestens 
4 Tage lagen, erfolgten im Laufe des Vormittags zum stets gleichen Zeitpunkt 
am niichternen Tier, das seit etwa 18 Stdn. ohne Nahrungszufuhr geblieben war. 
Zur Gewinnung des Blutes wurde der fiir 1 Min. in Wasser von 50° gehaltene und 
abgetrocknete Schwanz bei der ersten Entnahme 5—10 mm vom Ende entfernt 
kupiert, bei spiteren Abnahmen 3—5 mm vom jeweiligen Ende. Die ersten 2 bis 
3 Tropfen Blut wurden verworfen; die folgenden wurden in trockenen Schmelz- 
punktkapillaren bis zu einer Entfernung des Blutes etwa 1,5 cm vom anderen 
Ende der Kapillare zum Aufsteigen gebracht. Die Blutung an der Wunde wurde 
durch Kauterisieren gestillt. Das sodann am blutfreien Ende zugeschmolzene 
Schmelzpunktréhrchen wurde 30 Min. bei 1500 x g zentrifugiert und nach even- 
tueller Bestimmung des Himatokritwertes im serumhaltigen Teil dicht oberhalb 
des Endes der Erythrocytensiule durchgefeilt. Das auf einen Hohlschliffobjekt- 
triger ausgeblasene Serum wurde in eine Hirschfeld-Prizisionspipette*® aufgezogen 
und dann mit der LGG-Pufferlésung (Veronalpuffer px 7,8) mittels der Pipette 
1:11 verdinnt. Die Endkonzentration war in bezug auf pL-LGG 0,05-, den Puffer 
0,027-molar. Der Ansatz wurde meist 60 Min. bei 38° bebriitet und die prozentuale 
Hydrolyse dann durch quantitative Papierchromatographie des abgespaltenen 
Leucins in 10 zl-Proben des Ansatzes nach friiher bereits eingehender beschrie- 


3 H. Hirschfeld, Berliner klin. Wschr. 48, 2209 [1911]. 
4 R. J. Haschen, Clin. chim. Acta 1, 242 [1956]; H. Hanson und R. J. 
Haschen, diese Z. 310, 213 [1958]. 
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benem Verfahren‘ ermittelt. Meist erfolgten Vierfachbestimmungen der Spaltungen 
auf verschiedenen, in der jeweiligen Tagesserie fiir die quantitative Papierchromato- 
vraphie benutzten Bogen Schleicher & Schiill 2043a. 
Als Mafzahl zur Beurteilung der Enzymaktivitat diente 
1 100 pene P hea 
K, = Min. log 100 — % Spaltung’ wobei sich eine 100-proz. Spaltung auf die im 
eingesetzten DL-LGG insgesamt enthaltene L-Komponente bezieht. 





Ergebnisse 


Es wurde eine Serie von Fiitterungsversuchen an insgesamt 
28 Ratten, darunter 21 weiblichen und 7 mannlichen, durchgefiihrt. Die 
Tiere erhielten 4 Wochen Normalfutter. Sodann wurden im Abstand 
von einer Woche bei jedem Tier zwei Ausgangswerte der Peptidase- 
aktivitét bestimmt. 3 Tiergruppen, bestehend aus je 5 weiblichen und 
2 mannlichen Tieren, wurden nun auf Futter mit 0, 5 und 40% EiweiB- 
gehalt umgesetzt, wihrend eine Kontrollgruppe mit 6 weiblichen Tieren 
und 1 mannlichen Tier das Normalfutter mit 15% EiweiBgehalt weiter 
erhielt. Am 4., 10. und 21. Tag dieser Fiitterungsperiode wurde bei allen 
Tieren die Peptidaseaktivitét bestimmt. Tab. 2 gibt die Mittelwerte 
mit den mittleren Abweichungen fiir die einzelnen Tiergruppen an, 
errechnet aus den zwei Bestimmungen bei den 7 Tieren jeder Gruppe 
wahrend der Vorperiode. 


Tab. 2. Ausgangswerte bei Normalfutter; M +: s. 
I, III, IV = Gruppen von je 7 Tieren, die anschlieBend auf Futter mit 40, 
5 und 0% Eiwei8 umgesetzt wurden. Bei II Beibehaltung des Normalfutters mit 
15% Eiwei8 (Kontrollgruppe). Die pro Tier erhaltenen zwei Ausgangswerte fiir 
Tripeptidaseaktivitat, Leukocyten und Himatokrit wurden gemittelt und aus den 
so erhaltenen Zahlen Gruppenmittelwerte (1) und Standardabweichungen 


2 
(« = / ae berechnet. 
n—1 


Die Gewichtsangaben gelten fiir den Tag der 2. Vorbestimmung, an dem der 
Futterwechsel erfolgte. 




















Tripeptidase- 
Diat aktivitit Gewicht Leukocyten Hiimatokritwert 
des Serums 
K, + 10 g Zellzahl/mm* 
I 150,3 + 27,2 197,2 -+- 19,0 12033 + 3575 47,5 + 2,26 
II 162,7 + 44,2 180,2 + 18,3 15287 +. 3585 46,5 + 2,49 
III 171,9 + 35,4 179,9 + 13,6 11074 + 3955 48,5 + 1,97 
IV 164,0 + 28,8 174,9 +. 15,2 10680 +. 4350 48,2 +. 2,83 


Die Verainderungen der Werte wahrend der Fiitterung mit Diat ver- 
schiedenen EiweiBgehaltes wurden zunichst in Prozent der individuellen 
Ausgangswerte ausgedriickt und dann gemittelt. Dieses Vorgehen war 
geboten, weil eine doppelte Streuungszerlegung aller Originalwerte der 
Kontrollgruppe mit Normalfutter (15° EiweiB) bei Bestimmung an fiinf 
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verschiedenen Tagen im Verlaufe von 29 Tagen eine groBe Konstanz 
zwischen den Tagen beim Einzeltier, aber signifikante Unterschiede 
zwischen den Tieren ergeben hatte. Die Ausgangswerte der einzelnen 
Gruppen erwiesen sich als statistisch nicht unterschiedlich. 
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Versuchstage —=— 


Serumtripeptidase-Aktivitat (I), Gewicht (II), Leukocytenzahl (III) und Hamato- 

kritwert (IV) nach Umstellung auf isokalorische Diit mit 40% (e), 15% (3 = 

Normalkost), 5% (4 ) und 0% (o) EiweiB. Es wurden die Gruppenmittelwerte (M) 

und deren Standardabweichungen & = / = ij 

Ordinaten: I Tripeptidasewert in °4 des Ausgangswerts; II Gewichtsdifferenz 

in g gegeniitber dem Ausgangswert; III Leukocyten in % des Ausgangswerts, 
IV Hamatokritwert in °4 des Ausgangswerts. 


angegeben. 


Aus Abb. 1 ist ersichtlich, daB eiweiBreiche Kost die Serumpepti- 
daseaktivitét voriibergehend erhéht und eiweiBarmes Futter sie im Ver- 
lauf der dreiwéchigen Beobachtungszeit erniedrigt. Diese Abweichungen 
von der Norm sind signifikant, wihrend solche bei der eiweiBfreien Kost 
nicht feststellbar sind (t-Test). 
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Eindeutige Beziehungen zwischen dem Verhalten der Peptidase- 
aktivitét des Serums und dem der Blutkérperchen lassen sich nur in 
der eiweiBarm ernéhrten Gruppe feststellen. Ihnen dirfte gemeinsam 
die Anderung des EiweiBstoffwechsels zugrunde liegen, die nach ander- 
weitigen Erfahrungen mit einer gerade noch ausgeglichenen N-Bilanz 
cinhergeht. Die eiweiBfreie Ernahrung hat dagegen einen fortschreitenden 
Abbau kérpereigenen EiweiBes zur Folge. Es darf vermutet werden, daB 
Beziehungen zwischen dieser Stoffwechsellage und dem Wiederanstieg 
bzw. fehlenden weiteren Absinken der Peptidaseaktivitét des Serums 
in der eiweiBfrei ernihrten Gruppe bestehen. 


Zusammenfassung 


Nach Umsetzung von mit Normalkost (15% Eiwei8) vorgefiitterten 
Ratten auf eine Diaét mit 40 bzw. 5 bzw. 0% EiweiB lieB sich eine vor- 
iibergehende Erhéhung der Peptidaseaktivitét des Serums gegenitiber 
Leucyl-glycyl-glycin unter eiweiBreicher, eine allmahliche Abnahme der- 
selben unter eiweiBarmer Ernahrung feststellen. Bei eiweiBfreier Diat 
erfolgte keine signifikante Anderung gegeniiber der Kontrollgruppe. 

Es besteht somit ein Zusammenhang zwischen Eiwei8zufubr und 
damit EiweiBstoffwechsellage und Peptidaseaktivitat des Serums, tiber 
dessen Wesen jedoch zur Zeit noch nichts Sicheres ausgesagt werden 
kann. 


Summary 


When rats were changed from a normal diet (15% protein) to one of 
40%, or 5%, or 0% protein, it was observed that the peptidase acitivity 
of serum (as measured against leucyl-glycyl-glycine) increased tempora- 
rily with a protein rich diet and gradually decreased with a protein 
deficient diet. A protein free diet did not produce any significant changes 
with respect to the control group. 

Hence, there is a relationship between protein intake, — and con- 
sequently protein metabolism — and peptidase activity of serum. 
At the present time nothing further can be said concerning the nature 
of this relation. 
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Der Stoffwechsel geschadigter Gewebe, 1V+ 


Blutzucker-, Leberglykogen- und Leberglucose- 
konzentrationen bei mit Tetrachlorkohlenstoff 
vergifteten Mausen nach Glucosebelastung 

Von 
Hans Bérnig, Kurt Stade, Horst Frunder und Giinter Richter 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Greifswald 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. September 1957) 


Um die Ursachen der friiher! mitgeteilten Konzentrationsinderungen 
an Glykogen und Glucose in der Leber 4—48 Stdn. nach CCl,-Vergiftung 
weiter aufzuklaren, wurden unterschiedlich schwer geschadigte Tier- 
gruppen mit Glucose belastet. 30, 60 und 120 Min. nach der s. c.-Be- 
lastung wurden Blutzucker, Leberglucose, Leberglykogen und Glucose- 
Oligosaccharide der Leber enzymatisch mit Hexokinase und Zwischen- 
ferment bestimmt. 


- Methodik 


Versuchstiere, Versuchsbedingungen, Methode der Leberschidigung mit CCl, 
und Herstellung der zugehérigen Kontrollreihen mit Ol entsprachen den Angaben 
der II. und ITI. Mitteil.1-2. Bei den Belastungsversuchen erhielten die Tiere 0,7 m/ 
einer 16-proz. Glucoselésung s. c. unter die Riickenhaut (= 7 g Glucose/kg Maus) 
und wurden 30, 60 bzw. 120 Min. spiiter aufgearbeitet. 

Statistische Auswertung der Ergebnisse mit dem ¢-Test nach Fisher- 


Student. 
4 4 [2 i— 2) 


Berechnung der Standardabweichung s = ger 


Die Kurven der Abbildungen sind aus den erhaltenen Mittelwerten + s, 
gezeichnet. 
8 


Vn 
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1. Untersuchte Tiergruppen 

Gruppe NV: Ad libitum gefiitterte normale weife Miuse von 14—18 g Gewicht 
(im Mittel 16 g) ohne Vorbehandlung. 

Gruppe O,: Miuse wie bei N, die 90 Min. vor der Glucosebelastung 0,45 m/ 
Pflanzenél intraperitoneal erhielten. 

Gruppe 7’: Mause wie bei N, die 90 Min. vor der Glucosebelastung 0,45 ml einer 
Mischung aus 1 ml CCl, und 7m/ Ol intraperitoneal erhielten 
(3,5 ml CCl,/kg). 

Gruppe O,: Miuse wie bei N, die 48 Stdn. vor der Glucosebelastung 0,45 ml O1 
intraperitoneal erhielten. 


1 TIT. Mitteil.: H. Frunder, H. Bérnig, G. Richter u. K. Stade, diese Z. 
307, 161 [1957]. 
2 H. Frunder, W. Fischer u. H. Bérnig, diese Z. 306, 112 [1956]. 
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Gruppe 7',: Mause wie bei N, die 48 Stdn. vor der Glucosebelastung 0,45 ml 
einer Mischung aus 1 ml CCl, und 7 ml Ol intraperitoneal erhielten. 

Gruppe O,: Mause wie bei N, die vor der Glucosebelastung folgende Olmengen 
intraperitoneal erhielten: 48 Stdn. vorher 0,45 ml; 36, 24 und 
12 Stdn. vorher je 0,3 ml. 

Gruppe 7',: Mause wie bei N, die vor der Glucosebelastung folgende Mengen 
einer Mischung aus 1 ml CCl, und 7 ml Ol erhielten: 48 Stdn. vorher 
0,45 ml; 36, 24 und 12 Stdn. vorher je 0,3 ml. 

2. Histologischer Leberbefund 

Die Anfertigung und Beurteilung einiger Schnitte erfolgte durch Professor 

Holle (Pathologisches Institut, Universitit Greifswald), dem wir hierfiir herz- 

lich danken. 

Gruppe NV: Regelrechte Lappchenzeichnung, keine Einlagerung von Fettsub- 
stanzen. Leberzellkerne etwas unregelmaifig nach GréBe und Form. 
Ein fiir die Maus typischer Befund. Mesenchymale Reaktion der 
Periportalfelder gering. 

Gruppe O,: Leichte Erweiterung der Zentralvenen. Im Zentrum der Lippchen 
zum Teil schlechte Kernfairbung der Leberzellen. Variation der 
Kerngr6é8en etwas verstirkt; keine Fettablagerungen, keine Ne- 
krosen. 

Gruppe 0,: Lappchenzeichnung gering verwaschen. Kerne der Leberzellen ver- 
groéBert. Zahlreiche Amitosen, zahlreiche Riesenkerne. Vermehrte 
mesenchymale Reaktion im periportalen Gewebe. AuBerdem herd- 
férmige feintropfige Verfettung, teils zentral, teils peripher, teils 
ganz unregelmaBig im Lebergewebe verteilt. 

Gruppe 7’,:a) Sehr starke mesenchymale Reaktion. Die Leberzellen besitzen 

ein auffallend helles Protoplasma, offenbar infolge Kinlagerung von 
Glykogen. AuBerdem starker Wechsel der Kerngré8en und stellen- 
weise auch periphere Verfettung. 
b) Ausgedehnte, z. T. bereits strangférmige periphere Nekrosen mit 
anschlieBenden Verfettungszonen im noch erhaltenen Lebergewebe. 
Mesenchymale Reaktion hier ganz geringfiigig. In den nekrotischen 
Bezirken sind die Blutkapillaren hochgradig erweitert, und die da- 
zwischen liegenden Leberzellbalken sind vollstindig geschwunden. 
Auch hier starke Variation der KerngréBen. 

Gruppe 7',: a) Schwere, vorwiegend periphere Schidigung des Lebergewebes, 

vorwiegend im Stadium der Verfettung und des frischen Zellunter- 
gangs. Um die Periportalfelder breite Mintel grob- und feintropfig 
verfetteter Leberzellen. AuBerdem eine geringe mesenchymale 
Reaktion dér Periportalfelder und im verfetteten Lebergewebe. 
Verstirkte Variation der Kerngréfen. 
b) Sehr schwerer, fast die gesamte Leber umfassender Leberschaden. 
In der Peripherie der Leberlaippchen bereits fortgeschrittener Unter- 
gang von Leberzellen. Die zentralen Abschnitte sind fast vollstindig 
verfettet. Geringe mesenchymale Reaktion, deutlich verstirkte 
Variation der Kerngréfen. 


Leberzusammensetzung 


Zur Erleichterung der Wahl einer hinreichend geeigneten BezugsgréBe fiir die 
Beurteilung der Versuchsergebnisse wurde die Leberzusammensetzung untersucht 
(Tab. 1). 

Das Leberfrischgewicht nimmt in allen 4 Versuchsgruppen signifikant zu; 
in O, und O, weniger, in 7’, und 7’, stirker. Die Gewichtszunahme ist teilweise 
auf Vermehrung des Wassergehaltes der lipidfreien Lebersubstanz zuriickzufihren. 
In O,, 7’, und 7’, kommt zu dieser Wasservermehrung noch die ausgepriigte Lipid- 
einlagerung. 
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Tab. 1. Leberzusammensetzung der untersuchten Gruppen. 
Mittelwerte + s. Zahl der Fille in ( ). 





Versuchsgruppe N O. | Os T, T; 





Leberfrischgew. in mg 736 +157 (24)| 885 +207 (12)} 912+148 (13)}11794+181 (14)}1115 + 233 (s) 
g Trockengew./ 


100 g Feuchtgew. . |29,7+2,62(10)} 26,4+1,28(4)} 29,4+2,71(5)| 26,6+2,66(6)| 30,1+4,12(3) 
g Wasser/100 g fett- , 
freies Frischgew. . 72,9 75,7 75,9 78,9 80,3 


g N/100 g Frischgew. [3,17 +0,24(17)/3,07+0,13(8) |3,12+0,22(8) |2,4440,17(8) |2,61+0,24(8 
g N/100 g fettfreies 
Trockengew. 
(ohne Korrektur fiir 
Lipoid-N) .... 12,1 13,0 13,5 21,7 14,4 
g iitherlésl. Bestand- 
teile/100 g Trocken- 


gew. (Best. n. 1. c.°) 11,6 (2) 10,5 (2) 21,3 (3) 21,8 (3) 40.1 (2) 
ml Blut/100 g Frisch- 6,1 (3) 6,7 (3) 5,0 (3) 7,0 (3) 6,1 (3) 
gew. (Best. n. 1. c.*) 

















% Rest-N v. Ges.-N . 4,54+0,31(6)} 4,72+0,97(5)| 4,32+0,82(5)} 4,4640,24(5)] 3,57 +0,57 (3) 


Der N-Gehalt/100 g Frischleber zeigt in den Gruppen 7’, und 7’; eine deutliche 
Abnahme. Diese ist jedoch nicht auf N-Verluste, sondern zum gro8en Teil auf die 
Lipid- und Wassereinlagerung zuriickzufiihren. Bezogen auf fettfreies Trocken- 
gewicht (s. Tab. 1) bleibt der Leber-N-Gehalt sogar in allen Versuchsgruppen 
ziemlich konstant. Der Anteil des Rest-N am Gesamt-N zeigt auch keine sicher 
nachweisbaren Anderungen. Die Vermehrung der atherléslichen Bestandteile in 
den Gruppen O,, 7',, 7’, erfolgt fast ausschlieBlich durch N-freie Substanzen. Daher 
ist der N-Gehalt der Leber sicher ein besseres Bezugsma8 zur Charakterisierung 
der hier bestimmten Stoffkonzentrationen als das Leberfrisch- oder Trockengewicht. 
Die Verwendung der Leber-DNS als BezugsgréBe ist nach den in der nachfolgenden 
Mitteil.5 beschriebenen Befunden sicher nicht giinstiger als der Leber-N-Gehalt. 
In allen Leberaufschliissen wurde daher der N-Gehalt nach Kjeldahl bestimmt. 
Unter Annahme eines in allen Versuchsgruppen einheitlichen Leber-N-Gehaltes 
von 3% wurde das Leberfrischgewicht errechnet. Die in den Tabellen der Arbeit 
mitgeteilten Leberwerte sind teils pro g in dieser Weise errechneter Frischleber 
und teils pro 30 mg Leber-N angegeben. Es werden damit die teilweise erheblichen, 
die Beurteilung stérenden Unterschiede im Lipid-, Wasser- und Glykogengehalt 
in den verschiedenen Tiergruppen eliminiert. 


Die Beurteilung der Glucosewerte in der Leber machte weiterhin Bestim- 
mungen des Blutgehaltes der untersuchten Leberaufschliisse notwendig. Tab. | 
zeigt, daB in den Leberhomogenaten der Gruppen N, O, und O, ein ziemlich ein- 
heitlicher Blutgehalt von 5—7 ml/100 g Frischleber vorliegt. Auch eine Umrech- 
nung pro 30 mg Leber-N verschiebt diese Werte nicht wesentlich. In den Gruppen 
7, und 7’, ergibt die Umrechnung pro 30 mg Leber-N einen etwas héheren Blut- 
gehalt. Die Unterschiede sind bei den verschiedenen Tiergruppen aber relativ 
gering und innerhalb der methodischen Fehlerbreite liegend. Daher wurden keine 
Korrekturen fiir den Blutgehalt angebracht. 


Enzymatische Glucosebestimmung 


a) Fermente: Die Darstellung von etwa 30% Hexokinaseaktivitaét enthal- 
tendem Zwischenferment erfolgte aus untergiriger Bierhefe der Brauerei Greifswald 


3 B. Lustig u. E. Mandler, Biochem. Z. 249, 344 [1932]. 
4H. Holzer, O. Sedlmayr u. M. Kiese, Biochem. Z. 328, 176 [1956]. 
5 G. Richter, H. Frunder u. H. Bérnig, diese Z. 310, 249 [1958]. 
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nach Horecker und Kornberg® bis Schritt 5, der wiederholt wurde. Der in 
Glycylglycinpuffer aufgenommene und anschlieBend lyophilisierte Niederschlag 
ist bei 0° trocken aufbewahrt mehrere Monate haltbar. TPN wurde aus DPN 
(Boehringer) mit DPN-Kinase (aus.Taubenleber nach Wang? priapariert) nach 
Wang, Kaplan und Stolzenbach® mit dort angegebener Ausbeute hergestellt. 
Lediglich die Elution von der Dowex-2-Siule erfolgte bis zum Erscheinen des 
TPN mit ansteigender Ameisensiurekonzentration. Die Eluatfraktionen (jede 
Fraktion 15 ml) wurden im Alkoholdehydrogenase- bzw. Zwischenfermentsystem 
auf DPN und TPN getestet. In den vereinten TPN-Fraktionen wurde mit Aceton 
gefallt (3 Umfillungen) und der Niederschlag anschlieBend getrocknet. Im 
Zwischenfermenttest zeigte das so erhaltene TPN einen Reinheitsgrad von 86 bis 
88%. Verunreinigungen mit DPN waren im Alkoholdehydrogenasetest nicht nach- 
weisbar. 

b) Lésungen 

1. Hexokinase-Zwischenferment: 5 mg Zwischenferment (Trockenpulver, s. 
unter a)) wurden in 0,3 ml neutralisierter 1-proz. Athylendiamintetraessigsiure-Di- 
Na-Salzlésung gelést. Fiir jeden Test wurden davon 0,05 ml benétigt. Verwendbar- 
keit dieser Lésung bei 0—5° etwa 8 Stdn.; spiter war merklicher Verlust an Hexo- 
kinaseaktivitét nachweisbar. 

2. ATP-Lésung: Es wurde ATP verschiedener Herkunft mit 50—70% ATP- 
Gehalt verwendet (mit am Austauscher gereinigtem ATP wurden gleiche Mef- 
ergebnisse erhalten). 90 mg Ba,-ATP wurden in 0,5 ml 2-n. HCl gelést, das Barium 
mit 1 ml 0,75-m. Na,SO, gefallt. Nach dem Zentrifugieren wurde der klare Uber- 
stand mit l-n. NaOH auf px 7,0—7,5 neutralisiert und anschlieBend mit bidest. 
Wasser auf 10 ml aufgefiillt. 

3. 0,1-m. MgCl,-Lésung. 

4, 0,05-m. Tris-Puffer, po 7,5 (pH-Kontrolle mit der Glaselektrode). 

5. TPN-Lésung: 5 mg 86—88-proz. TPN wurden in 1 ml bidest. Wasser ge- 
list (die tiglich bendtigte Menge jeweils frisch bereitet). Fiir jeden Test wurden 
0,05 ml dieser Lésung zum Start eingesetzt. 

6. Fiir die Eich- und Kontrollmessungen wurde 2mal aus frisch dest. Methanol 
umkrist. und iiber P,O, im Vak. bei 56° getrocknete Glucose verwendet. Zu jeder 
Bestimmung wurde eine 5 mg-proz. Glucoselésung frisch bereitet. 

7. Arbeitslésung: Mischung aus 2 ml ATP (Lésg. 2), 4:ml MgCl, (Lésg. 3) 
und 30 ml Trispuffer (Lésg. 4). Diese Lésung war, im Kihlschrank aufgehoben, 
etwa eine Woche verwendbar. 


c) Ausfiihrung der Bestimmung: Es wurde in 0,5- bzw. 1-cm-Kiivetten 
bei 340 mu im Spektralphotometer gemessen; Temp. 20—22°. Die Kiivette wurde 
nacheinander beschickt mit: 

1,80 ml Arbeitslésung (Lésg. 7), 

0,10 ml Untersuchungslésung, 

0,05 ml Zwischenferment (Lésg. 1). 
Dann wurde die Kiivette 3 Min. mit gewaschenem Bombenstickstoff (alkal. Di- 
thionitlisg., Schwefelsiure und Wasser) durchstrémt und anschlieSend mit einem 
passenden Deckglas gut verschlossen (es ist darauf zu achten, daB der Luftraum 
in den Kiivetten méglichst klein gehalten wird). Es erfolgte nun die Messung der 
Anfangsextinktion, die in allen gepriiften Fallen iiber wenigstens 1 Stde. konstant 
blieb. Dann wurde mit 0,05 ml TPN (Lésg. 5) gestartet (0,1 ml TPN-Zusatz ergab 
gleiche Extinktionsdifferenz wie 0,05 ml TPN). Bei < 0,02 ml TPN wurde die 


6 B. L. Horeckeru. P. A. Kornberg, Methods in Enzymology, Bd. I, 8.323; 
Academic Press, Inc., New York 1955. 

7 T. P. Wang, Methods in Enzymology, Bd. II, S. 652; Academic Press, Inc., 
New York 1955. 

8 T.P. Wang, N.O. Kaplan u. Fr. E.Stolzenbach, J. biol. Chemistry 
211, 465 [1954]. 
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Extinktionsdifferenz geringer. Im Anschlu8 an die TPN-Zugabe wurde erneut 
5 Min. mit gewaschenem Bombenstickstoff durchstrémt, wieder gut verschlossen 
und dann so lange gemessen, bis 2—3 Messungen in 5 Min. Abstand gleich waren. 
Bei 5—20 y Glucose im Testansatz war der Endwert nach 30—45 Min. erreicht. 
Der Endwert blieb unter den angegebenen anaeroben Bedingungen tiber mehrere 
Stunden konstant. Héhere Glucoseeinsitze sind nach Méglichkeit zu vermeiden, 
da dann die Einstellung des Endwertes linger dauert (bei 40—50 y Glucose im 
Test etwa 120 Min.). Zusatz von 0,05 ml TPN-Lésung im Blindversuch bewirkte 
einen Extinktionsanstieg von 0,005. Dieser Wert wurde stets vom Endwert ab- 
gezogen. 
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Abb. la. Abb. 1b. 


Abb. la. Reaktionsablauf bei der Glucosebestimmung mit Hexokinase-Zwischen- 
ferment bei aeroben und anaeroben Bedingungen. 0,5-cm-Kiivetten, in jeder 
Kiivette 9 y Glucose in 2 ml Endvol., Temp. 22°. 

-: e nach Durchstrémen der Kiivette mit Stickstoff, o o ohne Stickstoff- 
durchstrémung. 





Abb. 1b. Eichkurve zur Glucosebestimmung mit Hexokinase-Zwischenferment. 
1-cm-Kiivetten, 2 ml Endvol. und anaerobe Bedingungen. Temp. 22°, 


Abb. 1b zeigt, daB bis 50 y Glucose im Testansatz Proportionalitit zwischen 
Extinktionsdifferenz (= 4H) und eingesetzter Glucosemenge besteht; Abb. la 
zeigt den EinfluB der Stickstoffdurchstrémung auf den Testablauf. Die Ursachen 
fiir den Extinktionsabfall im Testansatz in Gegenwart von Luft wurden nicht 
weiter untersucht. Dieser Abfall war jedoch stets sicher zu verhindern, wenn in 
der angegebenen Weise mit Stickstoff durchstrémt wurde, die Kiivetten fast voll- 
stindig gefillt und mit einem passenden Deckglas verschlossen waren. 10 y Glucose 
in 2 ml Endvol. ergaben in der 0,5 -cm-Kiivette bei 340 mu und 22° ein AE von 
0,103. Dieser Wert wurde allen Glucoseberechnungen zugrunde gelegt. Er liegt 
etwas héher als der mit einem TPNH-Absorptionskoeff. von 6,3-108 em2/Mol zu 
errechnende Wert, andert sich jedoch nicht bei steigendem Fermentzusatz. Das 
Testsystem wurde bei jedem Wechsel von Chemikalien geeicht, wenigstens jedoch 
einmal wéchentlich. Der Mittelwert von 62 Eichmessungen, die von finf ver- 
schiedenen Untersuchern im Zeitraum von 8 Monaten durchgefiihrt wurden, ist 
fiir 10 » Glucose in der 0,5-cm-Kiivette 0,099 -—- 0,003. 
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Im Test liefen Glucose-1-phosphat, Glucose-6-phosphat und Fructose-6- 
phosphat mit. Die Konz. dieser Substanzen war im Leberaufschlu8 jedoch etwa 
eine GréBenordnung niedriger als die der Glucose (gepriift mit hexokinasefreiem 
Zwischenferment). 


d) Blutzuckerbest.: Nach Abschneiden der Schwanzspitze wurden 5 bis 
15 mg des austretenden Blutes auf ein vorgewogenes Deckglischen gebracht, nach 
erneuter Wagung moglichst rasch (vor Eintritt der Gerinnung) in ein mit 0,5 ml 
6-proz. Perchlorsiure beschicktes Zentrifugenglas iiberfiihrt und durchgeschiittelt. 
Nach 15 Min. Stehenlassen wurde kurz bei 3000 U zentrifugiert. 0,4 mi des klaren 
Uberstandes wurden auf 0° abgekiihlt und mit abgemessenen Mengen 1-n. KOH 
neutralisiert (py etwa 7,5). Nach 30 Min. wurde in der Kalte zentrifugiert und 
0,4 ml des klaren Uberstandes zum optischen Test eingesetzt. 

In einigen Fallen wurden 200—400 mg Blut durch Dekapitieren gewonnen 
und entsprechend aufgearbeitet. Es wurden insbesondere nach s. c. Glucose- 
belastung keine Unterschiede zwischen beiden Verfahren beobachtet und daher 
ein gemeinsamer Mittelwert errechnet. 

Im optischen Test wurde ein normaler Blutzuckergehalt der Maus von 
96 + 15,6 mg, mit der kolorimetrischen Methode von Frank und Kirberger?® 
von 99 + 29 mg% gefunden. Im Miuseblut geben also beide Methoden identische 
Werte. 

e) Bestimmung von Glykogen, Glucose und Glucose-Oligosaccha- 
riden in der Leber: Eine Mauseleber wurde mit 4 ml 6-proz. HCIO, in der Kalte 
homogenisiert und anschlieBend 2 x 0,1 ml zur Stickstoffbestimmung nach 
Kjeldahl entnommen. Genau 3 ml des gut durchgemischten Homogenats wurden 
zentrifugiert, der Uberstand abgegossen, der Riickstand mit 3 ml 6-proz. HCIO, 
gut aufgewirbelt und erneut zentrifugiert. Die vereinigten Uberstinde wurden mit 
10-n. und l-n. KOH auf px 7,0—7,5 neutralisiert, wobei die Reaktionslésung durch 
Kintauchen in eine Kiltemischung stindig am eben beginnenden Einfrieren ge 
halten wurde. Dann wurde in der Kilte 8 Min. bei 18000 U/Min. zentrifugiert, der 
Uberstand vorsichtig, jedoch méglichst vollstindig vom Niederschlag abgegossen 
und mit Wasser auf 5 bzw. 10 ml aufgefiillt (= ,, Uberstand‘). In allen Versuchs- 
reihen wurde der siureunlésliche Riickstand einige Male mit heifer KOH auf- 
geschlossen und dort die Glykogenglucose bestimmt. Es ergab sich hierbei in fast 
allen Fallen, daB im Homogenatriickstand mit nur geringen Schwankungen rd. 
Img Glykogenglucose/1 g Frischleber (bzw. 30 mg Leber-N) verblieben. Nach 
dieser Kontrolle wurde die weitere Bestimmung im siureunléslichen Riickstand 
nicht mehr durchgefiihrt. 

1. Freie Leberglucose: 0,1 ml des ,,Uberstandes‘* wurden direkt zum Test 
eingesetzt. . 

2. Glykogenglucose (= Glykogen): 1 ml ,,Uberstand‘‘ wurde mit 0,3 ml 
2-proz. Na,SO,-°10H,O-Lésung und 6,2 ml 95-proz. Athanol versetzt. Die weitere 
Aufarbeitung erfolgte nach den Angaben von Walaas und Walaas!®. 0,1 ml des 
neutralisierten Hydrolysates wurden dann zur fermentativen Glucosebestimmung 
eingesetzt. . 

3. Gesamtglucose: 1 ml ,,Uberstand“ wurde mit 1 ml 2-n. H,SO, versetzt und 
3 Stdn. im kochenden Wasserbad gehalten. Nach’Abkiihlen wurde mit 1-n. NaOH 
auf pa 7,0—7,5 neutralisiert und mit Wasser auf 5 bzw. 10 mi aufgefiillt. 0,1 m/ 
dieser Lésung wurden zum Test eingesetzt. 

4. Glucoseoligosaccharide: Die Menge der Glucoseoligosaccharide wurde aus 
der Differenz zwischen Gesamtglucose und Glykogenglucose + freie Glucose er- 
rechnet. 

4mal in verschiedenen Zeitabstiinden wurden bekannte Mengen von Glykogen 
und Glucose wie Lebergewebe aufgearbeitet und in den einzelnen Fraktionen die 


9H. Frank u. E. Kirberger, Biochem. Z. 320, 359 [1950]. 
10 Q, Walaas u. E. Walaas, J. biol. Chemistry 187, 769 [1950]. 
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Glucose bestimmt. Folgende Mengen wurden wiedergefunden: Freie Glucose 86°, ; 
Glykogenglucose 90% ; Gesamtglucose 82%. 

Es wurden weiter einige Vergleichsuntersuchungen mit der kolorimetrischen 
Zuckerbestimmung nach Frank und Kirberger® durchgefithrt, um Aufschluf 
iiber die Differenzen zwischen fermentativer und chemischer Bestimmungsmethode 
(wie bei Blut) zu erhalten. 

Freie Glucose/30 mg Leber-N (= 1 g Frischgewicht) bei Normalmausen: 

kolorimetrisch: 2,12 + 0,42 (10); im optischen Test: 1,54 + 0,227 (10). 

Im Gegensatz zum Blut wird in der Leber kolorimetrisch etwa 1/; mehr an 
freier Glucose bestimmt als im optischen Test. Ein ungefahr ahnliches Verhaltnis 
findet man bei Parallelbestimmungen der Glykogenglucose. 


Ergebnisse 


I. Blutzuckerveranderungen 


Sowohl bei den allein mit Ol vorbehandelten Gruppen O, und 0, 
wie auch bei den CCl,-geschadigten Gruppen 7’, und 7’, findet man 
30 und 60 Min. nach der Glucosegabe signifikant hohere Blutzuckerwerte 
als in der Normalgruppe N. Schon allein die Vorbehandlung mit 0] 
aindert danach den Blutzuckerverlauf nach Glucosebelastung deutlich. 
Dies ist durch die vorangegangene Fettzufuhr (s. auch 1. c.™) zu er- 
klaéren und auch bei den CCl,-vergifteten Tieren sicher nicht allein Folge 
der Leberschédigung. Es kommt durch die Olinjektion auch zu hormo- 
nellen Umstellungen (s. Besprechung der Versuchsergebnisse). Dafiir 
sprechen u. a. auch die in den Gruppen O, und 7’, deutlich héheren 
Blutzuckerwerte vor der Glucosebelastung im Vergleich zu den Normal- 
tieren (Tab. 2). 


Tab. 2. Blutzucker von normalen, mit Ol und CCl, vorbehandelten Mausen 
30, 60 u. 120 Min. nach s.c.-Injektion von 0,7 m/ 16-proz. Glucoselésung. 
Angaben in mg%. Mittelwerte -- s. Zahl der Best. in (). 























N 0. Oz 7. a 
Ohne Belastung | 924-20 | 103-18 |131*-+31 | 87-429 | 120*+411 
(20) (5) (6) (5) (7) 
Min. nach s.c. 
Glucoseinjektion 
30 198+80 |332** + 149) 328*-+112| 272+84 | 284¢+94 
9) (9) (10) (6) (10): 
60 145+49 | 219*+47 | 182+.34 196 +89 182 + 45 
9 (8) (9) (7) (5) 
120 132 + 33 125+ 29 | 135 +37 136 +74 122+14 
(8) (9) (8) (6) (6) 
*P<0,01 
** P < 0,02 gegeniiber dem zugehérigen N-Wert. 
tT P< 0,05 


1 C,H. Best, R. E. Haist u. J. H. Ridout, J. Physiology 97, 107 [1939]. 
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II. EinfluB der Zuckerbelastung auf den Glykogen- und 
Glucosespiegel der Leber normaler Tiere (Abb. 2) 


Bei unbelasteten Tieren ist die Glucosekonzentration in der Leber 
hoher als im Blut. Nach der s. c. Glucoseinjektion steigt die Leberglucose 
zunachst ungefahr parallel zum Blutzucker an. 30 bis 60 Min. spiater 
faillt jedoch die Leberglucosekonzentration steiler ab als der Blutzucker. 
Die Leberglucose ist 60 Min. nach der Zuckerbelastung unter die Blut- 
zucker-Konzentration abgesunken und jetzt niedriger als vor der Be- 
lastung. Dies ist wahrscheinlich Ausdruck einer zeitweilig verringerten 
Glucoseabgabe und eines vergréBerten Glucoseverbrauches der Leber. 
Die Glucose flieBt jedoch nicht in die Leberglykogenfraktion, da sich 
dort keine sicheren Konzentrationsinderungen nachweisen lassen. Ein 
Teil der aus dem Blut einstrémenden Glucose wird wahrscheinlich in 
Fett umgewandelt. Hierfiir sprechen die Befunde von Favarger und 
Bodur!, Ein weiterer Teil flieBt tiber andere Wege ab. Hierfiir spricht 
die friiher mitgeteilte!* Erhohung der Milchséure- und «-Ketoglutar- 
siurekonzentration der Leber unter der Zuckerbelastung und die gleich- 
zeitige Erniedrigung der DPNH-Konzentration*. 120 Min. nach der 
Zuckergabe ist die Leberglucosekonzentration wieder hodher als der 
Blutzucker und gleich den Werten vor der Belastung. 


Das Leberglykogen ist bei normal ernaéhrten Tieren im Gegensatz 
zu Hungertieren!® 2 Stdn. nach der Glucosegabe nicht vermehrt. 


III. Leberglykogen und Leberglucose geschiadigter Tiere 
vor der Zuckerbelastung 


Alle CCl,-vergifteten Tiere (Gruppen 7',—T7) haben signifikant 
niedrigere Glucosespiegel in der Leber als die Normaltiere (Tab. 3), die 
Gruppen 7’, und 7’, auch gegeniiber den zugehérigen Olgruppen 0, und 
O, (hier P < 0,05). Diese Unterschiede sind bei enzymatischer Glucose- 
beatimmung sehr viel deutlicher geworden als bei den 1. c.1 beschriebenen 
Versuchen, die mit Reduktionsverfahren durchgefiihrt wurden. Die CCl,- 
Schadigung senkt den Glucosespiegel der Leber in allen 7'-Gruppen auf 
etwa 65—75°% des Normalwertes. Diese Erniedrigung ist unabhangig 
von der Schwere des Leberschadens, denn sie tritt schon kurze Zeit nach 
der Schidigung in Erscheinung (s. 7’, in Tab. 3) und es bestehen auch 
zwischen der histologisch geringere Leberschaden zeigenden Gruppe 7’, 
und den schon stark nekrotischen Lebern der Gruppe 7’, keine deutlichen 
Differenzen. 


12 PP. Favarger u. H. Bodur, J. de Physiol. 48, 534 [1956]. 

13 H. Frunder, H. Bérnig, W. Fischer u. K. Stade, diese Z. 305, 274 
[1956]. 

14 Unverdéff. Versuche. 

15 R. W. Longley, A. L. Shirkey, O. H. Alvig u. H. Roe, Proc. Soc. exp. 
Biol. Med. 90, 510 [1955]. 
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Tab. 3. Glucose- und Glykogenkonzentration in der Leber Ol- und CCl,-geschii- 
digter Tiere vor der Glucosebelastung. 


Angaben in mg/30 mg Leber-N. Mittelwerte +- s. Zahl der Fiille in (). 











Tiergruppe Glucose Glykogen 
N 1,54 + 0,227 (10) 14,8 + 6,28 (10) 
0, 1,26** -- 0,185 (7) 2,1* - 1,86 (7) 
O, 1,31 + 0,258 (9) 13,5 + 7,32 (12) 
Os 1,36 + 0,332 (4) 5,2 + 3,26 (4) 
T, 1,04* + 0,20 (9) 1,4* + 1,02 (9) 
T, 1,08* - 0,19 (10) 16,2 + 7,47 (13) 
T’, 1,18 - 0,329 (4) 9,3 + 2,70 (4) 








*; P — 0001 
** > P< 0,02 } gegeniiber Gruppe V 
+: P <0,05 


Sie ist auch keine Folge der Fettzufuhr allein, da man in den Grup- 
pen O, und O, nur eine geringfiigige Erniedrigung des Glucosespiegels 
beobachtet. Es lassen sich auch keine Beziehungen zwischen Glucose- 
und Glykogenspiegel der Leber auffinden. (s. Tab. 3). Man muB daher 
an extrahepatische Ursachen denken, denn nach Holle?® finden sich 
bei Mausen der Gruppe 7’, histologische Verainderungen an den Insel- 
zellen des Pankreas. Weitere Versuche miissen daher klaren, wie der 
Leber-Glucosespiegel durch bestimmte Hormone beeinfluB8t werden kann. 

Die friiheren Befunde! iiber die zeitlichen Verinderungen des Leber- 
glykogenspiegels nach CCl,-Schaidigung konnten mit der enzymatischen 
Bestimmungsmethode bestatigt werden. Sie sind bei Ol- baw. CCl,-ge- 
schiidigten Tieren ahnlich. Die Glykogenbildung lauft bei letzteren im 
Vergleich zu den Oltieren lediglich zeitlich stark verzdgert ab (s. auch 
Abs. IV). 


IV. Leberglykogen und Leberglucose unter der 
Glucosebelastung 


a) 2Stdn. nach O1l- bzw.CCl,-Schaidigung(GruppenQ, und 7’,): 
In O, und 7, findet man nach Glucosebelastung ahnliche Verande- 
rungen des Leberglucosespiegels (Abb. 3) wie in der Normalgruppe .V 
(Abb. 2 und 3) mit Parallelitét zur Blutzuckerbewegung. Auffallend ist 
jedoch in beiden Gruppen das héhere Ansteigen der Leberglucose nach 
30 Min. (bei 7’, von einem viel kleineren Ausgangswert) und der lang- 
samere Abfall 60 Min. nach Glucosegabe im Vergleich zur Gruppe N. 
Die Differenz zwischen Leber- und Blutzucker bleibt im Gegensatz zur 
Gruppe N (s. Abb. 2) waihrend der Glucosebelastung standig positiv, 
wenn man die Blutzuckerkurve der Normaltiere zum Vergleich heran- 
zieht. Offenbar ist hier die Fahigkeit der Leber, das Uberangebot an 
Zucker so rasch festzulegen wie bei den Normaltieren, etwas einge- 


16 H. Holle, persénl. Mitteil. 
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“ge- Abb. 2. Anderungen des Blutzuckers, der Glucose, Glucose-Oligosaccharide und 
im des Glykogens der Leber normaler Miiuse 30—120 Min. nach s.c. Injektion von 
uch ,7 ml 16-proz. Glucoselésung. Kurvenpunkte mit s,; Zahl der Best. in () daneben. 
x x Blutzucker (Werte aus Tab. 2), o o Leberglucose, e e Leber- 
glykogen, A----- A Glucose-Vligosaccharide der Leber. 
sz fir t: 0 =0,246 (10): 30 =0,717 (11); 
60 = 0,272 (12); 120 = 0,074 (8). 
Abb. 3. Konzentrationsiinderung von Glucose, Glykogen und Glucose-Oligosaccha- 
Ms): riden in der Leber von Ol: (= 0,) und CCl,- (= 7) geschidigten Tieren (2 Stdn. 
de- nach der Schidigung) 30--120 Min. nach s.c. Injektion von 0,7 ml 16-proz. Glucose- 
oe lésung. Kurvenpunkte mit sz; Zahl der Best. in () daneben. 
Sat 0 o Leberglucose (¢ = 0, s. Tab. 3), ¢ e Leberglykogen (¢ = 0, s. Tab. 3), 
1 A----4 Glucose-Oligosaccharide der Leber. 
ong 8; in Gruppe O, fir t: 0=0,125 (7); 30 =0,145 (11); 
ng- 60 = 0,223 (9); 120 = 0,202 (12). 
N. 8, in Gruppe 7’, fiir t: 00,48 (9); 300,473 (7); 
F ppe +; 
Zur = 0,253 (11); 120 = 0,065 (15). 
iv, ay en ee , 
nny schrankt. Die Zulassigkeit dieser Annahme muB aber noch weiter unter- 
ma sucht werden (s. Bespr. d. Versuchsergebnisse). 
a, Im Verhalten des Glykogens zeigen sich deutliche Unterschiede 
; zwischen O, und 7’, (Abb. 3). In der Gruppe O, vermehrt sich das Leber- 
glykogen nach der Glucoseinjektion betrachtlich, bei 7’, dagegen nicht 
oder nur angedeutet. 
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Die Glykogenvermehrung in O, ist jedoch nicht allein Folge der 
Glucosebelastung. Denn auch unbelastete O,-Tiere vermehren zu dieser 
Zeit ihr Leberglykogen stetig, mit héchsten Werten 12 Stdn. nach der 
Olinjektion (s. 1. c.1). Vergleichsbestimmungen bei unbelasteten Tieren 
4Stdn. nach der Olinjektion ergaben jedoch gegeniiber den glucose- 
belasteten O,-Tieren 120 Min. nach der Glucosegabe (also auch 4 Stdn. 
nach der Olinjektion) signifikant niedrigere Glykogenwerte (P < 0,001). 

Die auch spontan ablaufende Glykogenneubildung der O,-Tiere wird 
also durch die Glucosebelastung deutlich gefordert. Bei 7’, ist die spontane 
Glykogenneubildung verzégert (s.1. c.1). Hier bleibt auch die Glucose- 
belastung ohne nachweisbaren Einflu8 auf diesen ProzeB. 


b) 48Stdn. nach einmaliger Ol- und CCl,-Schadigung 
(Gruppen O, und 7’): In den Gruppen O, und 7, verandert sich 
unter Zuckerbelastung der Leberglucosespiegel ganz anders als bei 
Normaltieren (Abb. 4). In 7’, bleiben die Werte fiir Leberglucose stets 
niedriger als bei den Normaltieren ohne Glucosebelastung. Der Einflu8 
der Blutzuckerbewegung ist nur noch angedeutet vorhanden. In 0, 
steigt der Glucosespiegel der Leber unter der Zuckerbelastung zwar 
wesentlich hoher an als in 7',, jedoch fehlt auch hier die in den Gruppen 
N, O, und T, zu beobachtende Parallelitaét zur Blutzuckerbewegung. 
Denn die héchsten Glucosekonzentrationen werden in der Leber erst 
60 Min. nach der Zuckerbelastung erreicht, im Blut dagegen schon 
nach 30 Min. Einerseits kann es durch verinderte Druck-, Permeabili- 
taits- und Stromungsverhialtnisse in BlutgefaBen, extrazellularem Raum 
und Zellmembran zu einem verringerten Einstrom von Glucose aus dem 
Blut in die Leber kommen. Hierfiir spricht vor allem die erhdhte 
Blutzuckerkurve nach Glucosebelastung. Diese Faktoren sind sicher an 
dem abweichenden Reaktionsverlauf bei O, und 7’, beteiligt. Anderer- 
seits muB auch an einen erhdhten Glucoseverbrauch durch die geschi- 
digte Leber gedacht werden. In welchem Umfang dieser ProzeB eine 
Rolle spielt, bedarf noch weiterer Untersuchungen. 

Der Glykogengehalt, der hoch ist, bleibt in Gruppe O, bis auf einen 
geringen Abfall 30 Min. nach der Glucosegabe unverandert. Abweichun- 
gen gegentiber dem Verhalten normaler Tiere sind nicht sicher vorhanden. 
Bei Gruppe 7, sinkt dagegen der Glykogenspiegel bis 120 Min. nach 
Glucosezufuhr stetig und signifikant ab. Einmal wird also Glucose trotz 
Angebot nicht in der Leber angereichert und zum anderen verschwindet 
auch noch das vorhandene Leberglykogen unter der Glucosebelastung. 


c) 48 Stdn. nach 4-maliger Ol- bzw. CCl,-Schadigung 
(Gruppen O, und 7’): In den Lebern der O,-Tiere sind histologisch 
deutliche Zeichen einer Schaédigung nachweisbar. Diese sind im Durch- 
schnitt zwar etwas weniger ausgepragt als bei den Tieren der Gruppe 7’,, 
jedoch sehr ahnlich. Auch die O,-Tiere zeigen wie Gruppe 7’, nach 
Zuckerbelastung keine deutlichen Verinderungen im Leberglucosespiegel 
(s. Abb. 5). Die Glucosekonzentration ist standig etwas gréBer als bei 
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den 7',-Tieren und steigt bis 120 Min. nach der Zuckergabe allmahlich 
an, ohne jedoch die Werte normaler unbelasteter Tiere deutlich zu 
iiberschreiten. Auch hier kann die angebotene Glucose wahrscheinlich 
schlechter in die Leber eindringen. Ebenso wie bei den T,-Tieren ist 
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Abb. 4. Konzentrationsinderungen von Glucose, Glykogen und Glucose-Oligo- 
sacchariden in der Leber von Ol- (= O,) und CCl,- (= 7) geschadigten Tieren 
(48 Stdn. nach der Schadigung) 30—120 Min. nach s.c. Injektion von 0,7 ml 
16-proz. Glucoselésung. Kurvenpunkte mit s;; Zahl der Best. in () daneben. 
0 o Leberglucose (¢ = 0, s. Tab. 3), e- e Leberglykogen (¢ = 0, s. Tab. 3), 
A----A Glucose-Oligosaccharide der Leber. 
8; in Gruppe O, fiir t: 0 = 0,485 (3); 30 = 0,65 (8); 
60 = 0,455 (4); 120 — 0,254 (4). 
8; in Gruppe 7’, fir ¢: O0=0,79 (4); 30=0,38 (4); 
60 = 0,34 (4); 120=0,13 (3). 
Abb. 5. Wie Abb. 4 bei Ol- (= O03) und CCl,- (= 7's) geschidigten Tieren 
(nach 4 Injektionen von Ol bzw. CCl,). 
o o Leberglucose (¢ = 0, s. Tab. 3), «——-e Leberglykogen (¢ = 0, s. Tab. 3). 


jedoch auch an einen erhdhten Glucoseverbrauch zu denken, besonders 
deshalb, weil es hier unter Zuckerbelastung zu einer erheblichen 
Glykogenneubildung kommt. Denn der Glykogenspiegel steigt 2 Stdn. 
nach der Zuckerbelastung deutlich an. Die Tiere zeigen zum Zeitpunkt 
der Untersuchung auch spontane Glykogenneubildung. Auch hier ist 
also — wie bei Gruppe 0, — nur dann die Glykogenbildung durch 
Glucosezufuhr zu férdern, wenn dieser Vorgang auch spontan ablauft. 
16* 
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In den Lebern der 7',-Tiere sieht man histologisch ausgedehnte Ne- 
krosen und starke Verfettung. Hier entspricht die Glucosekonzentration 
der Leber vor der Zuckergabe etwa der des’ Blutes. Bis 60 Min. nach 
der Glucoseinjektion steigt der Glucosespiegel der Leber steil an. Nach 
120 Min. sind die Glucosespiegel in Blut und Leber wieder bis zu den 
Anfangswerten abgesunken. Offenbar strémt der Zucker bei schwerster 
Leberschadigung ungehindert aus dem Blut in die Leber ein und nach 
Absinken des Blutzuckers mit geringer zeitlicher Verzégerung wieder 
heraus, ohne daB die Leber den angebotenen Zucker in gréBerem Um- 
fang weiterverwerten kann. 


V. Glucose-Oligosaccharide der Leber 

In dieser Fraktion werden alle die Glucoseverbindungen erfaBt, die 
saureléslich und eiweiBfrei sind und weder im alkoholfallbaren Glykogen 
noch in der Fraktion der freien Glucose erscheinen. Sie geh6ren wohl 
zur Gruppe der Glucose-Oligosaccharide, iiber déren Vorkommen in der 
Leber von Fishman und Hsien-Gieh Sie!’ berichtet wurde. Die 
Konzentration dieser Verbindungen ist in der normalen Mauseleber gleich 
der der freien Glucose. Man findet in dieser Fraktion charakteristische 
Konzentrationsinderungen unter der Glucosebelastung (s. Abb. 2—4, 
gestrichelte Kurven). In den ersten 30 Min. nach s. c. Glucoseinjektion 
sieht man in allen Tiergruppen einen mehr oder weniger ausgepragten 
Konzentrationsanstieg, unabhaingig davon, ob der Glucosespiegel stark 
oder tiberhaupt nicht ansteigt. 

In Gruppe O,, in der sich unter der Zuckerbelastung auch die 
Glykogenkonzentration erhéht (s. Abb. 3), kommt es parallel dazu zu 
einer signifikanten KonzentrationserhOhung in der Glucose-Oligosaccha- 
rid-Fraktion. 

In den anderen Gruppen, in denen man 30—120 Min. nach der 
Zuckerbelastung entweder eine Glykogenverminderung oder ein Gleich- 
bleiben des Glykogenspiegels beobachtet, kommt es zu einem ausge- 
pragte1 Abfall der Glucose-Oligosaccharide. Diese Befunde stimmen tiber- 
ein mit den Beobachtungen Fishmans!’, der eine Abnahme der Glucose- 
Oligosaccharide bei Hunger (und damit Glykogenminderung) und eine 
Zunahme nach Glucosezufuhr findet. Es bestehen also enge Beziehungen 
zum Glykogen; weitere begriindete Aussagen iiber ihre Bedeutung sind 
jedoch jetzt noch nicht méglich. 


Besprechung der Versuchsergebnisse 


Versucht man, die beschriebenen Befunde zu deuten, so ist es zweck- 
maBig, die einzelnen Untersuchungsgruppen nach dem Grad der Leber- 
schidigung (entsprechend dem histologischen Bild) zu ordnen; das ist: 
0, < O3< T,< T. 








17 W.H. Fishman u. Hsien-Gieh Sie, Fed. Proc. 16, 180 [1957]. 
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Da die Leberglucosekonzentration durch die Glucosekonzentration 
des Blutes beeinfluBt wird, der Blutzucker jedoch in den verschiedenen 
truppen Unterschiede aufweist, ist zunichst das Konzentrationsverhialt- 
nis Leber/Blut in Abhangigkeit vom Ausma8 der Leberschadigung fest- 
zulegen. Fiir diesen Vergleich ist jedoch die Blutzuckerkonzentration 
weniger geeignet als die Plasma-Zuckerkonzentration. Denn der Aus- 
tausch Leber — Blut erfolgt iiber den extrazellulaéren Raum der Leber 
zum Blutplasma. Es wurde daher die Serum-Zuckerkonzentration bei 
normalen und 7',-Tieren ohne und nach Glucosebelastung bestimmt, um 
Aufschliisse iiber das Verhiltnis Blutzucker/Serumzucker bei der Maus 
unter unseren Versuchsbedingungen zu erhalten. Die Ergebnisse zeigt 
Tab. 4. 
Tab. 4. Blut- und Serumglucosekonzentration normaler (=) u. CCl,-geschadigter 


Miuse (~=7',) vor und nach s.c. Injektion von 0,7 ml 16-proz. Glucoselésung. 
Mittelwerte + s. Zahl der Best. in (). 




















N A ies 

Min. n. Glucose 0 | 30 60 0 | 30 | 60 
Blutglucose- 

konz. (s. Tab. 2) 92 198 145 87 272 196 
Serumglucose- 

konz. 158 +19 |323 + 41,7]245 + 24,7|137 + 12,11346 -+ 43,7/256 + 57,3 

iauiia (5) (6) (6) (4) (5) (7) 
Fanaa anne 0,58 0,61 0,59 0,64 0,78 0,77 
Serumglucose 











In beiden Gruppen sind die Blutglucosekonzentrationen vor der 
Belastung etwa 60°, der Serumzuckerkonzentration. Mit diesem Wert 
wurden bei den unbelasteten Tieren die Blutglucosekonzentrationen in 
Serumglucosekonzentrationen umgerechnet und letztere fiir die Bestim- 
mung des Verhiltnisses Leberglucose/Plasmaglucose benutzt. 

a) Vor der Glucosebelastung ist das Verhiltnis Leberglucose/Plasma- 
glucose bei den Normaltieren 1,00 (s. Tab. 5), bei den geschadigten Tieren 


aber viel kleiner als 1: 
Tabelle 5. 














Versuchsgruppe | N | 0, 0, | T. .. | y a 
Leberglucosekonz._ | 1 o9 | 0,76 | 0,62 | 0,74 | 0,59 0,53 
Plasmaglucosekonz. 




















Der Quotient sinkt jedoch nicht parallel zur Schwere der histologisch 
sichtbaren Leberschadigung. Er ist in den beiden mit je einer Ol- bzw. 
CCl,-Injektion vorbehandelten Gruppen O, und 7’, weniger abgesunken 
als in den beiden mit je 4 Injektionen vorbehandelten Gruppen O, und 
T,, obwohl Gruppe 7’, stirkere Leberschiden zeigt als die Gruppen O, 
und 0,. Es wirken dabei offenbar extrahepstische Faktoren mit. Zur 
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weiteren Aufklarung dieser Frage erhielten einige normale Tiere 2 Tage 
je 1 mg Cortison* s.c. und wurden am dritten Tag entsprechend auf- 
gearbeitet. Der Quotient Leberglucose/Plasmaglucose ist bei ihnen noch 
stirker abgesunken als bei den O,- und 7';-Tieren (s. Tab. 5). Zur Zeit 
laufende Versuche zeigen auch noch weitere Parallelen zwischen leber- 
geschiadigten und mit Cortison behandelten Tieren. Sicher lost die zur 
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Abb. 6. Anderungen von Leber- und 
Serumglucosekonzentration nach 
Glucosebelastung bei lebergeschi- 
digten Tieren. 

o o Serumglucose (Mittel aus 
Gruppe O, und Q,), 
——c> Leberglucose der 
Gruppe 03. 
A ~—A Leberglucose der Gruppe 0, 
x Leberglucose der Gruppe 7’, 
e ----e Leberglucose der Gruppe 7's. 



































Erzeugung des Leberschadens vorgenommene Injektion von Ol bzw. 
Ol + CCl, u.a. auch eine erhebliche Mehrausschiittung von Neben- 
nierenrindenhormonen aus, abhaingig von der Zahl der Injektionen und 
nicht vom Leberschaden. Das Absinken der Glucosekonzentration in der 
geschadigten Leber vor der Glucosebelastung scheint daher mehr Aus- 
druck der Nebennierenrindenaktivierung als der Schwere des Leber- 
schadens zu sein. Eine genauere Abgrenzung beider Faktoren ist aber 
erst durch weitere Versuche mdglich. 

b) Betrachtet man die Anderungen des Glucosespiegels der Leber 
unter der Glucosebelastung in Abhangigkeit vom Grad der Leberschadi- 
gung, so sieht man folgendes (s. Abb. 6): Je starker der Leberschaden 


* Kristallsuspension der Farbwerke Hoechst. 
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ausgepragt ist (0. << O,;< T',), um so weniger steigt der Glucosespiegel 
der Leber unter der Zuckerbelastung an und um so niedriger liegen die 
Glucosekonzentrationen in den ersten 2 Stdn. nach der Belastung (bei 
T, trotz Verlust fast des ganzen Glykogenbestandes). Hier besteht also 
Parallelitét zum AusmaB des Leberschadens. Zur Erklirung kann man 
zunachst annehmen, daB das Einstrémen von Glucose aus dem Blut in 
die Leberzelle durch den Leberschaden zunehmend behindert ist (mit 
Ausnahme von 7';). Wie laufende Versuche zeigen, ist dies aber nicht 
allein Ausdruck der Nebennierenrindenaktivierung, sondern auch des 
Leberschadens. Denn bei mit Cortison vorbehandelten Tieren steigt die 
Leberglucosekonzentration unter der Zuckerbelastung hoher an als bei 
den geschadigten Tieren. Auch an einen vermehrten Glucoseverbrauch 
durch die geschadigte Leberzelle in den Gruppen O,, O, und 7’, ist zu 
denken. Denn Glucose flieBt unter der Zuckerbelastung auch bei an- 
nahernd gleichbleibendem Glucosespiegel in die Leber, erkennbar am 
Ansteigen der Glucose-Oligosaccharide und des DPNH-Spiegels™. 

Bei schwerstem Leberschaden in Gruppe 7’, strémt dagegen die 
Glucose — offenbar nicht mehr in gréBerem Umfang durch Zellgrenz- 
flachen gehindert — entsprechend dem Konzentrationsgefille aus dem 
Blutplasma in die Leberzellen ein (s. Abb. 6) und nach Absinken des 
Plasmazuckerspiegels wieder heraus. Eine Verwertung des angebotenen 
Zuckers erfolgt anscheinend nicht mehr in gréBerem Umfang, da sich 
in dieser Gruppe weder der Glykogen- noch der DPNH-Spiegel'* unter 
der Zuckerbelastung verindern. 

Eine weitere Deutung der Befunde auch im Hinblick auf das Ver- 
halten des Glykogens kann jedoch erst erfolgen, wenn man weib, wie 
Nebennierenrindenhormone und auch Insulin den Glucose- und Gly- 
kogenspiegel der Leber unter der Zuckerbelastung verandern. 


Fri. W. Endler danken wir fiir fleiBige und zuverlassige Mitarbeit. 


Zusammenfassung 


1. Es wurden Glykogen-, Glucose- und Glucose-Oligosaccharid-Be- 
stimmungen in der normalen und durch Tetrachlorkohlenstoff geschadig- 
ten Mauseleber vor und nach Glucosebelastung mit dem Hexokinase- 
Zwischenfermenttest durchgefithrt. Die Glucosekonzentration ist in der 
geschadigten Leber niedriger als normal. Der Quotient Leberglucose/ 
Plasmaglucose ist normal 1,00, bei lebergeschidigten Tieren < 1. Der 
Quotient sinkt aber nicht parallel zum Grad der Leberschadigung, son- 
dern scheinbar parallel zur Nebennierenrindenaktivierung. 

2. Der Anstieg der Leberglucosekonzentration nach Glucosegabe ist 
in der geschadigten Leber geringer als in der normalen. Es besteht teil- 
weise Parallelitaét zum AusmaB des Leberschadens. 

3. Der Glykogenspiegel der geschadigten Leber steigt nach Glucose- 
gabe nur dann an, wenn auch eine spontane Glykogenbildung nachweis- 
bar ist. 











Der Stoffwechsel geschidigter Gewebe, IV Bd. 310 (1958) 


4. Die Glucoseoligosaccharidkonzentration steigt nach Glucosebe- 
lastung zunachst an. Spater sinkt sie bei fallendem oder gleichbleibenden: 
Glykogenspiegel und steigt bei Glykogenvermehrung. 


Summary 


1. The hexokinase-Zwischenferment test has been used to carry out 
the determinations of glycogen, glucose, and glucoseoligosaccharides i 
normal and carbontetrachloride-injured liver of mice before and after 
glucose stress. The concentration of glucose in the injured liver is lower 
than normal. The normal ratio of liver glucose : plasma glucose is 1,00. 
but with injured liver < 1. However, the ratio does not decrease in direct 
proportion to the degree of damage on the liver, but rather it seems to 
decrease with activation of the adrenal cortex. 

2. The rise of concentration of glucose in liver after feeding of 
glucose is less in injured than in normal liver. There is a partial correspon- 
dence to the damage of liver. 

3. The level of glycogen in the injured liver rises after feeding of 
glucose only when a spontaneous formation of glycogen can be demon- 
strated. 

4. The concentration of glucoseoligosaccharides rises after glucose 
stress at first. Later it drops with decreasing or constant level of glycogen 
and rises with increasing level of glycogen. 
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Der Stoffwechsel geschadigter Gewebe, V! 

Das Verhalten von Nucleinsauren und Lipoid-P 
in der Leber nach Tetrachlorkohlenstoffvergiftung 
Von 
Giinter Richter, Horst Frunder und Hans Bornig 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Greifswald 


(Der Schriftleitung zugegangen am 5. Oktober 1957) 


In vorangegangenen Mitteilungen? wurde u. a. tiiber eine Zunahme 
des gesamten saureléslichen P (= g.s. P) in der Leber von mit Tetra- 
chlorkohlenstoff vergifteten Tieren berichtet. Befunde, die an struktur- 
geschidigten Gewebspraiparationen erhalten wurden‘, lieBen vermuten, 
daB dieser P-Anstieg aus der Lipoid-P- und vor allem der Nucleinsaure- 
P-Fraktion gespeist wird. Zur weiteren Klérung dieser Frage wurden 
daher Bestimmungen von Ribonucleinséure (= RNS), Desoxyribonu- 
cleinsiure (= DNS) und Lipoid-P bei normalen und geschadigten Tieren 
2 bis 48 Stdn. nach der Schadigung durchgefihrt. 


Methodik 


Versuchstiere waren weiBe Mause von 14 bis 18 g Gewicht. Versuchsbedin- 
gungen, Methode der Leberschadigung mit CCl, und 61 waren dieselben wie friiher 
(siehe die vorhergehenden Mitteilungen!~*). 

Die Lebern wurden zur Isolierung der Nucleinséuren mit Trichloressigsiure 
(== TES) aufgeschlossen und weiter nach Schneider® aufgearbeitet. Simtliche 
Arbeitsginge, auBer der Extraktion mit Alkohol-Ather-Mischung und der Nuclein- 
siiurehydrolyse, wurden im Kihlraum bei 0 bis 2° durchgefiihrt. Die Hydrolysen- 
dauer betrug jedoch 30 Min. DNS wurde im Hydrolysat als Desoxyribose nach 
Webb und Levy® mit p-Nitrophenylhydrazin bestimmt. Als Standard diente ein 
kiiufliches DNS-Praparat (Schuchardt, Miinchen), das nach Chargaff? mit Alkohol 
umgefallt worden war. Sein P-Gehalt betrug nach Reinigung 9,694. RNS wurde 
kolorimetrisch nach Webb® mit p-Bromphenylhydrazin-HCl bestimmt. Als 


1 TV. Mitt.: H. Bornig, K. Stade, H. Frunder u. G. Richter, diese Z. 
310, 232 [1958]. 

2 H. Frunder, W. Fischer u. H. Bérnig, diese Z. 806, 112 [1956]. 

3-H. Frunder, H. Bérnig, G. Richter u. K. Stade, diese Z. 307, 161 
(1957]. 
4H. Frunder, H. Bérnig, W. Fischer u. K. Stade, diese Z. 305, 274 
[1956]. 

5 W. C. Schneider, J. biol. Chemistry 161, 293 [1945]. 

6 J. M. Webb u. H. B. Levy, J. biol. Chemistry 218, 107 [1955]. 

7 E. Chargaff in: E. Chargaff u. J. N. Davidson, The Nucleic Acids I, 327 
bis 328; Academic Press, New York 1955. 

8 J. M. Webb, J. biol. Chemistry 221, 635 [1956]. 
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Standard diente RNS von Schuchardt, Miinchen, die nach Kunitz ® gereinigt wurde. 
Der P-Gehalt dieses RNS-Standards betrug 9°, der Gehalt an reaktiver Ribose 
— verglichen mit kristalliner trockener D-Ribose — war 22,5%. 

Zur Bestimmung der Ribose in der siureléslichen Fraktion wurde der Uber- 
stand des Trichloressigsiure-Aufschlusses 30 Min. lang im kochenden Wasserbad 
hydrolysiert und anschlieBend die Ribose wie bei der RNS bestimmt. Als Standard 
diente kristalline D-Ribose. Da auch Glucose und Glykogen mit p-Bromphenyl. 
hydrazin-HCl reagieren, interferiert der grofe Glykogengehalt der Leber mit der 
Ribosebestimmung im saureldslichen Uberstand. Reines Glykogen (Merck, Darm- 
stadt) ergab im Test etwa 1/;, der Farbintensitit, die die gleiche Gewichtsmenge 
Ribose entwickelte, Glucose etwa 1/55. Deswegen wurde ein anderer Teil des siure- 
léslichen Uberstandes zur Bestimmung der Gesamtglucose im optischen Test mit 
Hexokinase und Zwischenferment! aufgearbeitet. Die dort erhaltenen Werte fiir 
Gesamtglucose wurden als Glykogen angesetzt, und der Ribose-Wert im saurelis- 
lichen Uberstand entsprechend korrigiert. Der durch die Vernachlassigung der 
freien Gewebsglucose in diesem Verfahren entstehende Fehler ist klein und kann 
vernachlissigt werden. 


Um Aufschlu8 iiber die Konzentration der bei 260 my absorbierenden Sub- 
stanzen in der saureléslichen Fraktion zu erhalten, wurde hier die Extinktion bei 
260 mu bestimmt. Bei diesen Versuchen erfolgte der GewebsaufschluB mit Per- 
chlorsiure, da TES bei dieser Wellenlinge die Bestimmung stért. Etwa eine halbe 
Leber wurde mit 3,5 ml 6-proz. HCIO, in der Kialte homogenisiert, 3 ml des Homo- 
genats 1 Min. bei 18 000 g zentrifugiert, der Niederschlag mit 3 ml 6-proz. HClO, 
aufgewirbelt und erneut hochtourig zentrifugiert. Die vereinigten Uberstinde 
wurden mit Wasser auf 10 m/ aufgefiillt, und nach entsprechender Verdiinnung 
(1:5 bzw. 1 : 10) wurde gegen HClO, gleicher Konzentration die Extinktion bei 
260 my gemessen. 

Zur Bestimmung von E49 in der siureléslichen Fraktion des Blutes wurden 
die Tiere durch Kopfschlag betaéubt und anschlieBend durch Eréffnen der Hals- 
geféBe entblutet. Das Blut wurde sofort in einem mit 3,5 ml 6-proz. HCIO, ge- 
fiillten Glashomogenisator aufgefangen und homogenisiert. Die weitere Aufarbei- 
tung erfolgte wie bei der séureléslichen Fraktion der Leber. Der Lipoid-P wurde in 
der nach Schneider® gewonnenen Lipoidfraktion bestimmt. Die P-Bestimmung 
erfolgte im Anschlu8 an die Veraschung mit H,SO,-HNO, (1:1) nach Beren- 
blum und Chain?®, modifiziert, mit n-Butanol als Extraktionsmittel. 

Bezugsgr6Be: Auf Grund der in der IV. Mitteilung! beschriebenen Befunde 
wurde der Leber-N-Gehalt als Bezugsgré8e verwendet, da auch der DNS-Gehalt 
(s. u.) als BezugsgréBe keine wesentlichen Vorteile bietet. Alle Angaben sind auf 
30 mg Leber-N, d. h. etwa 1 g Frischleber bei normalen Tieren, bezogen. Bei den 
verfetteten Lebern entspricht das etwa 1,2 bis 1,3 g Frischgewicht. Die Bestimmung 

des N-Gehalts erfolgte im gut durchgemischten Homogenat nach Kjeldahl. Auch 
die Berechnung der zum Versuch eingesetzten Blutmenge erfolgte nach dem im 
Homogenat gefundenen Stickstoffwert, wobei 27,7 mg N pro ml Blut zugrunde ge- 
legt wurden. 

Leberzusammensetzung und histologisches Bild in den verschiedenen Unter- 
suchungsgruppen entsprechen den Angaben der IV. Mitteilung!. 


Ergebnisse 


I. Ribonucleinsaure und Desoxyribonucleinsaure 


Die nach Schadigung auftretenden Verainderungen im RNS- und 
DNS-Gehalt der Leber zeigt Tab. 1. 
® M. Kunitz, J. gen. Physiol. 24, 31 [1940]. 
10 J. Berenblum u. E. Chain, Biochem. J. 32, 295 [1938]. 
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Tab. 1. RNS- und DNS-Gehalt der Miuseleber 2—96 Stdn. nach intraperitonealer 
Ol- bzw. CCl,-Gabe in mg/30 mg Leber-N. 

Tiergruppen: N = normal, 0, = 2Stdn. nach 0,45 ml Ol i. p., O2 = 48 Stdn. 
nach 0,45 ml oti. i. p., O, = 48 Stdn. nach 4- maliger linjektion! ; 
fT, = —2Stdn. nach 0,45 ml einer Mischung aus 7ml Ol + 1 ml 
OCI, i i. p., 7’, = 48 Stdn. nach Injektion wie bei 7, 7, = 48 Stdn. 
nach 4- maliger Inj. einer Ol-CCl,-Mischung', 7', = wie 73, nur 96 
Stdn. nach der ersten Injektion. 


Mittelwerte + s. Zahl der Best. in ( ). 

















RNS DNS _ 
DNS 
N 8,79 + 1,09 (12) 3,65 + 0,85 (12) 2,40 
O 8,55 + 0,80 (6) 3,79 + 0,23 (6) 2,32 
T; 7,71**+ 0,80 (9) 3,89 + 0,53 (8) 1,96 
0, 6,68¢ + 1,34 (9) 4,40*+. 0,35 (6) 1,52 
T, 7,12f + 0,93 (12) 4,46*+ 0,59 (6) 1,60 
0; 9,11 + 1,39 (6) 3,63 + 0,64 (6) 2,51 
Ts 8,05 + 0,99 (6) 4,56*+ 0,69 (6) 1,77 
T, 9,23 + 1,28 (6) 3,52 + 0,20 (3) 2,62 
*P < 0,05 
** P = O02 gegeniiber dem zugehérigen N-Wert 
7 P < 0,001 


Die Injektion von OI allein wie auch von O1 + CCl, bewirkt ein 
kontinuierliches Absinken der Leber-RNS-Konz. mit Verlust von maxi- 
mal rd. 20% RNS nach 48 Stdn. Die Abnahme setzt nach CCl,-Schadi- 
gung friher ein als nach Injektion von O61 allein. Denn 2 Stdn. nach der 
Injektion findet man in Gruppe 7’, (CCl,) schon 12% weniger RNS, 
wahrend sich in Gruppe O, (Ol) jetzt noch keine Veranderungen nach- 
weisen lassen. 48 Stdn. spater jedoch ist die Abnahme in beiden Ver- 
suchsreihen (O, und 7',) gleich groB. Werden dagegen die Tiere durch 
4malige Ol- bzw. CCl,-Gabe noch stirker geschaidigt und gleichfalls 
48 Stdn. nach der ersten Injektion untersucht, so findet man bemerkens- 
werterweise bei O, trotz starkerer Schadigung als O, normale RNS- 
Konzentrationen, bei 7’, etwas erniedrigte gegeniiber der Normalreihe, 
aber héher als bei 7', mit geringerer Leberschédigung. Untersucht man 
die 7-Tiere nach weiteren 48 Stdn., also 96 Stdn. nach der ersten 
Schadigung (7',), so findet man vollig normalisierte RNS-Werte, wenn 
man auf Leber-N bezieht. 

Bei der DNS findet man — im Gegensatz zur RNS — 2 Stdn. nach 
der Schidigung (O, und 7';) noch normale Werte, nach 48 Stdn. aber 
(O, und 7’,) eine geringe Erhéhung. Bei der durch 4 Injektionen stirker 
geschadigten Gruppe 7’, ist die gleiche DNS-Zunahme nachweisbar, bei 
O, dagegen liegen normale DNS-Konzentrationen vor. Wenn die 7’5- 
Tiere nach weiteren 48 Stdn. untersucht werden (7',), so ist der DNS- 
Gehalt wieder normal. 

Bezieht man den RNS- und DNS-Gehalt statt auf 30 mg Leber-N 
auf g Frischgewicht, wie oft in der Literatur, so ergibt sich ein ganz 
anderes Bild (s. Tab. 2). 
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Tab. 2. RNS- u. DNS-Gehalt der Leber in mg/g Frischgewicht. 








Pape Oo] OG fom % 
RNS 9,25 | 9,02 | 681 | 9,47 | 814 | 5,80 | 7,00 
DNS 3,75 | 4,00 | 448 | 3.68 | 410 | 3,63 | 3.97 























In diesem Bezugssystem erscheint die DNS-Konzentration troiz 
unterschiedlicher Schadigung in fast allen Versuchsgruppen (auBer 
Gruppe O,) praktisch konstant, die RNS-Konzentration erscheint da- 
gegen hier noch stirker abgesunken (in Gruppe 7', um 37%). Bei dieser 
Betrachtungsweise stimmen die vorliegenden Ergebnisse mit den von 
Kasbekar, Rege und Sreenivasan" mitgeteilten Befunden sehr gut 
iiberein. Sicherlich ist aber das Leberfrischgewicht fiir die Beurteilung 
von Stoffkonzentrationen in geschiidigten Geweben weniger geeignet. 
Denn im Frischgewicht der geschidigten Lebern findet sich mehr Fett 
und Wasser als normal (s. 1. c.1), so da pro g weniger stoffwechsel- 
aktives EiweiB vorliegt. 

Wiederum ein anderes Bild erhalt man, wenn die gefundenen Kon- 
zentrationen auf Menge pro Gesamtleber umgerechnet werden (Rechnung 
nach Angaben aus Tab. 1 der IV. Mitteil.1). Tab. 3 zeigt, daB Frisch- 
gewicht, Gesamt-N, DNS und RNS (hier auBer Gruppen O, und 7',) der 


Tab. 3. Gewicht der Gesamtleber und ihr Totalgehalt an DNS, RNS und 
Stickstoff in mg. 








N 0, O; T. T. 

: , e 736+-157 | 8854-207 | 912 + 148 }1179+181}1115+ 233 
Leberfrischgewicht (24) (12) (13) (14) (8) 
Gesamtleber-N ..... 23,4 212 28,4 28,8 29,2 
Gesamtleber-DNS ... 2,76 3,96 3,36 4,24 4,43 
Gesamtleber-RNS .. . 6,82 6,03 8,64 6,78 7,81 

















Lebern 48 Stdn. nach der ersten Schadigung angestiegen sind. Die Zu- 
nahme von DNS (30—60% gegeniiber den normalen Tieren) geht un- 
gefihr der Zunahme des Frischgewichtes parallel. Die Zunahme von 
Gesamt-N und auch RNS (hier auBer Gruppen O, und 7’,) ist jedoch ge- 
ringer im Vergleich zur DNS- und Gewichtszunahme. In der geschadigten 
Leber kommt es also — offenbar als Ausdruck intensiver Regenerations- 
bestrebungen — zu einer erheblichen DNS-Neubildung und in geringe- 
rem Umfang auch zu einer Protein- und RNS-Neubildung. Dies wird je- 
doch nicht sichtbar, wenn man auf Frischgewicht bezieht. 

Das histologische Bild zeigt in allen geschidigten Gruppen zahl- 
reiche Kernanomalien mit Amitosen und Riesenkernen (s. ]. c.1); die Ge- 
samtzunahme an DNS ist am starksten ausgepriigt. Es erscheint daher 


1D. K. Kasbekar, D. V. Rege u. A. Sreenivasan, Nature [London] 
178, 989 [1956]. 
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zweifelhaft, ob die DNS in der geschadigten Leber ein geeignetes Bezugs- 
maB fiir denVergleich von Stoffkonzentrationen darstellt. Da der Leber-N- 
Gehalt, bezogen auf fettfreies Trockengewicht, in allen Versuchsgruppen 
relativ konstant bleibt (s.1.c.1), scheint er ein besseres, wenn auch nicht 
ganz befriedigendes BezugsmaB fiir den Vergleich von Stoffkonzentra- 
tionen im geschidigten Gewebe als DNS, Frisch- oder Trockengewicht. 


II. Ribose und bei 260 my absorbierende Substanzen! 
in der séiureléslichen Fraktion der Leber 


2 Stdn. nach der CCl,-Schadigung (Gruppe 7’,) ist die RNS-Konzen- 
tration signifikant abgesunken (s. Tab. 1) und der g. s. P erhoht?*. Nach 
diesen Befunden war zu vermuten, daB sich der verschwundene RNS- 
Anteil in der siureléslichen Fraktion der Leber befindet. Dies miiBte an 
einer Zunahme von /£,., und von Ribose in der saureléslichen Fraktion 
nachweisbar sein. 

Die durchgefiihrten Untersuchungen ergaben jedoch bei Gruppe 7’, 
wider Erwarten eine signifikante Erniedrigung von H,.) und auch eine, 
allerdings nicht signifikante Abnahme von Ribose in der sdureléslichen 
Fraktion 2 Stdn. nach CCl,-Schadigung (s. Tab. 4). 


Tab. 4. Summe der bei 260my absorbierenden Substanzen in L/30 mg Leber-N bei 

| em Schichtdicke u. Ribose in mg/30mg Leber-N in der siureléslichen Fraktion 

der Leber, 2—48 Stdn. nach intraperitonealer Ol- bzw. CCl,-Injektion. Mittelwerte 
+s, Zahl der Best. in (_ ). 























| N | Or | Os | 0; | qT, | T, | rT, 
Exe | 11013 (9) | 113-14 (7) | 110+ 15 (7) | 120413 (4) | 9143* (7) | 109421 (6) | 1234.18 (6) 
Ribose] 0,826+ | 0,502+ | 0,587+ 0,716 + | 0394+ | 0530+ | 0,634+ 
0.44(6) | 0,112(6) | 0,289(9) | 0,26(4) | 0,23(5) | 0,324(7) | 0,121 (4) 





* P < 0,002 gegeniiber dem zugehérigen N-Wert. 


Daraus ist zu schlieBen, daB einmal die RNS-Spaltstiicke, und zum 
anderen auch ein Teil der normalerweise vorhandenen siureldslichen 
Nucleotide aus der Zelle herausflieBen. Da in dieser Zeit der anorgan. P 
(= P,) ansteigt?, ist zu vermuten, daB dies zum groBen Teil in Form von 
Nucleosiden geschieht. Ahnliche Befunde wurden auch in der Milz nach 
Réntgenbestrahlung erhoben !?. 

In den anderen Versuchsgruppen findet man dagegen keine signi- 
fikanten Verainderungen. 


III. Summe der bei 260 my absorbierenden Substanzen 
in der sdiureléslichen Fraktion des Blutes 
Wenn in Gruppe 7’, bei 260 my absorbierende Substanzen in kurzer 
Zeit und in gréBerem Umfang aus der Zelle abflieBen, kann es am An- 


12 A. Bécarevié, K. Kaéanski, D. Man¢éié u. L. Hadzi¢é, Experientia 
[Basel] 12, 23 [1956]. 
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steigen von Hy, in der sdureléslichen Fraktion des Blutes zu erkennen 
sein. Die im Blut durchgefiihrten Bestimmungen von EHy¢, (s. Tab. 5) 
zeigen tatsichlich eine Zunahme in dieser Gruppe. Sie ist zwar nicht 
eindeutig signifikant, unterstiitzt jedoch die obige Annahme. 

In allen anderen Versuchsgruppen findet man im Gegensatz zu 7, 
normale Werte. 


Tab. 5. Summe der bei 260 my absorbierenden Substanzen in der sdureléslichen 
Fraktion des Blutes in #/ml Blut bei 1 em Schichtdicke. Mittelwerte + s. Zahl 
der Versuche in (_ ). 





a oe TE AE ee ae 





19,8+3,7 (8) | 18,6+3,3 (4) | 19,141,9 (4) 





19,1+1,1 (4) 24,8:.5.0%8) | 17,5+1,4 (5) | 19,9+2,2 (6) 





* P < 0,05 gegeniiber dem zugehérigen N-Wert. 


IV. Lipoid-P der Leber. 


Die Zunahme des g. s. P in Gruppe 7’, ist gréBer als dem Verlust von 
RNS-P entspricht, selbst wenn man annimmt, da dieser P-Anteil voll- 
standig in der Zelle zuriickbleibt. Hiermit wiirden nur etwa 50% der 
g. s. P-Vermehrung abgedeckt. Es mute daher nach weiteren P-Ver- 
bindungen gesucht werden, die gleichfalls zur Vermehrung des g. s. P 
beitragen. Auf-Grund friiherer Befunde mit strukturgeschadigten Ge- 
weben# war zu vermuten, daB dies die Lipoid-P-Fraktion ist. Die Unter- 
suchungen ergaben nun auch, daB bereits 2 Stdn. nach einer Tetrachlor- 
kohlenstoff-Gabe der Lipoid-P der Leber gering erniedrigt ist (s. Tab. 6). 


Tab. 6. Lipoid-P der Leber 2 bis 48 Stdn. nach intraperitonealer Ol- bzw. CCl,-In- 
jektion in y/30 mg Leber-N. Mittelwerte + s. Zahl der Versuche in ( ). 














N | 0, 0, | Tr, | T, | qT, 
| 
1290 +48 (4) | 12434 91 (6) 11504.28* (5)}| 1219+89(11) | 1042. 140%(6)| 1079+91** (7) 
pe 4 f “oe gegeniiber dem N-Wert. 


48 Stdn. spater ist er noch weiter abgesunken und betragt jetzt nur 
noch 81% des Normalwertes. Auch in den anderen Gruppen findet man 
eine Abnahme, die dem Grad der histologisch sichtbaren Leberschiadi- 
gung einigermaBen parallel geht. Bezieht man auch diese Werte pro g 
Frischgewicht, so ergibt sich in der 7',-Gruppe ein Abfall von 30% gegen- 
tiber Gruppe NV. Auch dies stimmt gut mit den Angaben von! iiberein. 


Besprechung der Ergebnisse 


In der geschédigten Leber sieht man erhebliche Anderungen im 
Nucleinsdure- und Lipoid-P-Bestand. Bereits 2 Stdn. nach einer Schadi- 
gung mit Tetrachlorkohlenstoff sind etwa 12% des Leber-RNS-Be- 
standes verloren gegangen. Dieser RNS-Anteil findet sich jedoch nicht 
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in der sdureléslichen Fraktion der Leber wieder, sondern flieBt offenbar 
iiberwiegend in Form dephosphorylierter Produkte schnell aus der Leber 
heraus. Denn E,,, und Ribosegehalt in der siureléslichen Fraktion der 
Leber nehmen in dieser Zeit ab, der gesamte saurelésliche P und anorgan. 
P dagegen zu. Gleichzeitig nimmt F,., in der gesamten saureldéslichen 
Fraktion des Blutes zu. Unter der Annahme, daB der der verschwun- 
denen RNS entsprechende P-Anteil vollstandig in der Leber verbleibt, 
errechnet sich eine Zunahme von etwa 100y P. Nach friiheren Bestim- 
mungen ? nimmt jedoch in dieser Zeit der g. s. P um rd. 200y zu. Durch 
den RNS-Verlust kénnten also maximal nur 50% der g. s. P-Zunahme 
abgedeckt werden. Eine weitere Quelle fiir die Vermehrung des g. s. P 
ist wahrscheinlich der Lipoid-P, denn auch diese Fraktion zeigt nach 
2 Stdn. eine Abnahme. Da nach 48 Stdn. der Lipoid-P noch starker ab- 
gesunken ist (250y), scheint die nach 2 Stdn. noch nicht signifikante 
Erniedrigung real zu sein. Die Vermehrung des g. s. P 2 Stdn. nach der 
Schadigung kommt also vorwiegend durch ein HineinflieBen von RNS-P 
und Lipoid-P zustande. 

Die Beurteilung der Befunde 48 Stdn. nach der Schadigung muBb 
zunichst vom Gesamtorgan ausgehen (s. Tab. 3). Dabei sieht man als 
Folge von Reparationsvorgingen eine besonders ausgepragte Vermehrung 
von Leber-DNS. Die Leber-DNS-Menge ist um so gréBer, je starker die 
morphologisch sichtbare Leberschidigung ist. Ahnlich verhilt sich die 
RNS. Hier sind nach 48 Stdn. die Verluste, die in den ersten Stunden 
nach der Schadigung nachweisbar sind, durch Neusynthese nicht nur 
ausgeglichen, sondern es kommt bei starkeren Schadigungen sogar zu 
einer Zunahme der Leber-RNS-Menge. Die gefundenen Werte sind als 
Resultante von Zerst6rung und Neusynthese aufzufassen, die in den Ver- 
suchsgruppen mit unterschiedlicher Geschwindigkeit ablaufen. Auch die 
Proteinmenge der Leber nimmt zu, jedoch weniger ausgeprigt als die 
DNS. 

Nach Leberschadigungen kommt es zunachst zu RNS-Verlusten mit 
Erniedrigung des RNS: DNS-Quotienten wie im Tumorgewebe (s. Tab. 1). 
Nach einiger Zeit zeigt sich jedoch das Bestreben, das normale Verhalt- 
nis wieder herzustellen. Sogar die stark nekrotischen Lebern der 7',-Tiere 
zeigen — wenn man weitere 48 Stdn. wartet (= Gruppe 7',) — wieder 
einen normalen RNS: DNS-Quotienten. Auch das Verhaltnis Nuclein- 
sduren zu Leberstickstoff ist dann wieder nornial. 


Zusammenfassung 


1. 2Stdn. nach CCl,-Schidigung findet man in der Leber eine Ab- 
nahme von RNS und Lipoid-P. Der gesamte siureldsliche P ist ent- 
sprechend erhoht. 

2. Zu dieser Zeit sind Extinktion bei 260 mu und Ribosegehalt in 
der sdureléslichen Fraktion der Leber erniedrigt, H.,) im Blut dagegen 
erhoht. 
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3. Nach 48 Stdn. findet man als Zeichen von intensiven Repara- 
tionsvorgingen Neusynthese von DNS, RNS und Protein. 

4. Der Quotient RNS: DNS fallt zunachst rasch ab, ist aber 48 bis 
96 Stdn. nach der Schadigung wieder normal. 


Summary 


1. A reduction in the RNA and lipid phosphorus in the liver is 
observed 2 hr. after carbon tetrachloride injury. The total acid-soluble 
phosphorus is increased correspondingly. 

2. The optical density at 260 my and the ribose content of the acid- 
soluble fraction of the liver are depressed while the optical density at 
260 my of the blood is increased. 

3. After 48 hr., resynthesis of DNA, RNA and protein can be demon- 
strated, indicating an intensive repair process. 

4. The ratio, RNA: DNA, first fall rapidly but becomes normal 
again 48—96 hr. after i injury. 
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Racematspaltung des Leucyl-glycyl-glycin-athylesters! 
Von 
Giinter Losse 
Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Universitat Halle (Saale) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Oktober 1957) 


Um hohere Peptide aufzubauen, ist es erwiinscht, von vornherein 
groBere aktive Bausteine zur Verfiigung zu haben. Wie sich am Beispiel 
des Leucyl-glycyl-glycin-athylesters erneut gezeigt hat, eignet sich fiir 
diese Zwecke gut die Racematspaltung einfacher synthetischer DL- 
Peptidester mit optisch aktiven Sauren als Hilfsstoff. Die aus dem 
Spaltansatz gewonnenen diastereomeren Peptidestersalze lassen sich mit 
ammoniakalischem Chloroform oder Ather zerlegen und liefern so auf 
einfache Weise optisch aktive Peptidester, die auf tiblichem Wege mit 
Carbobenzoxy-Aminosaure- oder Peptidderivaten gekuppelt werden 
kénnen. 

In Weiterfiihrung friiher auf diesem Wege ausgefiihrter Aminosiaure- 
und Dipeptidesterspaltungen! wurde in dieser Arbeit Leucyl-glycyl- 
glycinester mit Dibenzoylweinsaure in die optischen Antipoden zerlegt, 
um zu priifen, ob ein Anstieg des Peptidmolekulargewichtes einen Ein- 
fluB auf den optischen Trenneffekt ausiibt. Wie die Versuche zeigten, 
betragen die optischen Reinheitsgrade der aus dem Spaltansatz an- 
fallenden diastereomeren Leucyl-glycyl-glycin-athylester-dibenzoyl-D- 
tartrate 60—70°, und liegen damit im gleichen Bereich wie bei den frither 
untersuchten Aminosiuren und Peptiden. 

Unter den verschiedenen Moglichkeiten, die durch Wahl] des Ester- 
restes, Losungsmittels und der Weinsiéure oder ihrer Derivate gegeben 
sind, erwies sich fiir die Antipodenspaltung als giinstigste Kombination 
der Peptid-aithylester mit Dibenzoyl-D-weinsiure im Verhaltnis des 
Hydrogentartrates in athanolischer Lésung. Etwa 50°, des gebildeten 
Salzes kristallisieren als L-Ester-D-dibenzoylhydrogentartrat aus der 
Lésung aus, wihrend das Dibenzoyltartrat des Antipoden vollstandig 
in der Mutterlauge bleibt. Die Dibenzoyltartrate lassen sich, wie friher 
beschrieben!, in die antipodischen Peptidester-hydrochloride, Peptid- 
ester oder Peptide tiberfithren. Durch einmaliges Umkristallisieren erhalt 
man in allen Fallen die optisch reinen Antipoden. 

Auffallend ist, daB bei allen bisher durchgefiihrten Racematspaltun- 
gen von Peptidestern mit Dibenzoylweinsiure das Tartrat des natiir- 
lichen Antipoden das schwerer lésliche ist. 








1 JIJ. Mitteil. iiber die Racematspaltung von Peptidestern. I. Mitteil.: 
G. Losse, Chem. Ber. 90, 1379 (1957]; II. Mitteil.: G. Losse, ebenda, 90, 1919 
[1957]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol. Chemie. 310 ue 
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Beschreibung der Versuche 


Ausgangsstoffe: 

pL-Leucyl-glycyl-glycin: Durch Umsetzung von Glycyl-glycin mit 
x-Brom-isucapronylchlorid und anschlieBende Aminierung?; Schmp. 228° (korr.). 

pL-Leucyl-glycyl-glycin-aithylester-hydrochlorid: Aus dem Peptic 
mit absol. Athanol-Chlorwasserstoff*; Schmp. 225° (korr.). 

Der freie DL-Leucyl-glycyl-glycin-athylester wurde entweder nacl 
Hillmann‘ oder durch Sattigen der absolut atherischen Suspension des Hydro- 
chlorides mit Ammoniak unter Eiskiihlung erhalten. Ausb. 80—90%. 

Dibenzoyl-p-weinsaure: Nach Butler und Cretcher®; Schmp. 89—90°: 
[x]7?: —110° (c = 0,85 in Athanol). 

Spaltung des put-Leucyl-glycyl-glycin-aithylesters mit Dibenzoy]- 
p-weinsadure: 14,0 g des rohen Peptidesters in 30 ccm absol. Alkohol werden mit 
einer filtrierten Lésung von 17,0 g Dibenzoyl-D-weinsaure in 80 cem absol. Athanol 
bei Zimmertemp. vereinigt. Nach 2—3 Tagen hat sich L-Leucyl-glycyl-glycin- 
iithylester-dibenzoyl-p-hydrogentartrat vollstiindig ausgeschieden; Ausbeute: 
14,2 g; Schmp. 174—76° (korr.); [«]??: — 61,8° (c = 0,62 in Methanol). 

Nach demjUmkristallisieren aus Alkohol gewinnt man das optisch reine Salz. 
Ausb.: 10,1 g; Schmp. 182—84° (korr.); [«];): —50,1° (c = 0,59 in Methanol). 


CypH37N30,2 (630,3) Ber. 57,15 H5,87 N 6,66 
Gef. C56,96 H6,08 N6,81 


Aus der Mutterlauge des Spaltansatzes wird der Alkohol im Vak. vdllig ver- 
trieben und dureh Zusatz von viel absol. Ather p-Leucyl-glycyl-glycin-athylester- 
dibenzoyl-p-hydrogentartrat gefillt. Ausb. 13,9 g; Schmp. 110—15° (korr.); 
[x]? — 72,59 (c = 0,67 in Methanol). 


Aufarbeitung der diastereomeren Peptidester-tartrate: Das um- 
kristallisierte L-Peptidester-dibenzoyl-p-hydrogen-tartrat wird in der zwei- bis 
dreifachen Menge absol. Alkohol suspendiert, Chlorwasserstoff bis zur Auflésung 
eingeleitet und das optisch reine L-Leucyl-glycyl-glycin-ithylester-hydrochlorid 
mit viel absol. Ather restlos ausgefallt; hy, op late she Nadeln. Ausbeute, bezogen 
auf Tartrat: 80—90%; Schmp. 105—107° (korr.) : {i : +31,5° (c = 3,6 in Me- 
thanol). 

C,,H.3N304° HCl (308,6) Ber. C 46,77 H7,78 N 13,63 

Gef. C 46,44 H7,85 N 13,36 

Zur Verseifung zum freien Peptid iiberfiihrt man das L-Ester-hydrochlorid, 
wie bei der pt-Verbindung beschrieben, zunichst in den Ester, der bei 20° 
15 Min. mit 0,37-n.Ba(OH), hydrolysiert wird. Nach Neutralisation mit 0,37-n. 
H,SO, und Einengen der Lésung im Vak. erhalt man optisch reines L-Leucyl- 
glycyl-glycin. Ausb. 90%. 

Das Peptid 1a8t sich auch direkt aus dem gereinigten L-Estertartrat durch 
Hydrolyse mit 0,37-n. Ba(OH), (20°C, 15 Min.) gewinnen. Im AnschluB an die 
Hydrolyse siuert man mit 0,37-n. H,SO, bis zur Bildung des neutralen Peptid- 
sulfates an, extrahiert die Dibenzoylweinsiiure mit Ather und neutralisiert die 
Lésung mit 0,37-n. Ba(OH),. 


2 E. Fischer und E. Fourneau, Ber. dtsch. chem. Ges. 84, 2870 [1901]; 
1. Fischer, ebenda 36, 2989 [1903]; 38, 608 [1905]; E. Fischer u. W. Schmitz, 
chenda 39, 351 [1906]. 
3 E. Fischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 36, 2991 [1903]. 
4G. Hillmann, Z. Naturforschg. 1, 682 [1946]. 
5 C. L. Butler und L. H. Cretcher, J. Amer. chem. Soc. 55, 2605 [1933]. 
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L-Leucyl-glycyl-glycin, Ausbeute bezogen auf Tartrat 85% ; Schmp. 219— 222° 
(korr.); [a]2!: +54,8° (c = 1,4 in Wasser). 
CypHypN;0, (244,2) Ber. C49,18 H7,79 N17,21 
Gef. C 49,10 H7,81 N 17,32 
Das rohe u-Estersalz liefert ein Leucyl-glycyl-glycin-ester-hydrochlorid mit 
einer spezif. Drehung von [a]? : + 20,8° (c = 4,2 in Methanol) und ein L-Leucyl- 
glycyl-glycin mit einer spezifischen Drehung von [a]??: + 32,1° (c = 1,05 in Was- 
ser) entsprechend einer optischen Reinheit von 69%. Beide Produkte lassen sich 
auch nachtriglich durch fraktionierte Kristallisation aus absol. Athanol bzw. 
Wasser/Aceton optisch rein gewinnen. 
Das aus der Mutterlauge des Spaltansatzes isolierte rohe D-Leucyl-glycyl- 


glycin-athylester-dibenzoyltartrat wird, wie beim L-Antipoden beschrieben, in 80 
bis 90-proz. Ausbeute in das D-Ester-hydrochlorid tiberfihrt; [a}?: — 19,89 (c = 


4,15 in Methanol). Durch einmaliges Umkristallisieren aus absol. Athanol gewinnt 
man aus den leichter léslichen Anteilen optisch reines D-Peptidester-hydrochlorid ; 


Schmp. 102—104° (korr.); hygroskop. Nadeln [a}}?: — 30,8° (c = 3,4 in Methanol). 
C,.H.3N,0,°HCl (308,6) Ber. C 46,77 H7,78 N 13,63 
Gef. C 46,44 H7,95 WN 13,84 
Wird das rohe D-Ester-tartrat oder D-Ester-hydrochlorid in der beim L-Anti- 
poden beschriebenen Weise zum freien Peptid verarbeitet, so resultiert ein D- 
Leucyl-glycyl-glycin in 65-proz. optischer, Reinheit ; Schmp. 222 —25° (korr.); Cary : 
— 35,2° (c = 0,98 in Wasser). Durch einmaliges Umkristallisieren aus Wasser- 
Aceton und Gewinnung des leichter léslichen Anteils gelangt man zum optisch 
reinen Peptid vom Schmp. 218—220° (korr.); [a]: — 53,9° (c = 1,5 in Wasser). 
CypHyyN,0, (244,2) Ber. C 49,18 H7,79 N 17,21 
Gef. C 48,86 H7,82 N 16,99 
Herrn Prof. Dr. W. Langenbeck danke ich fiir sein Interesse bei der 
Durchfiilirung dieser Arbeit. 


Zusammenfassung 
DL-Leucyl-glycyl-glycin-athylester wird mit Dibenzoyl-D-weinsaure 
iiber das saure Salz leicht in die optischen Antipoden gespalten. Aus 
den diastereomeren Peptidester-tartraten lassen sich in hoher Ausbeute 
die Antipoden des Leucyl-glycyl-glycinester-hydrochlorides, des Esters 
und des Peptides optisch rein gewinnen. 


Summary 


With dibenzoyl-D-tartaric acid DL-leucyl-glycyl-glycine ethylester 
is separated easily into its optical isomers using the acidic salt. From 
the tartrates of the diastereoisomeric peptide esters the optical isomers 
of leucyl-glycyl-glycine ester hydrochloride, of the esters, and of the 
peptides may be isolated in high yield and optically pure. 
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Verteilungschromatographie 
mit umgekehrten Phasen fiir Vitamin A 
und weitere fettlisliche Vitamine 
Von 
0. Wiss und U, Gloor 
Aus der Biochemischen Forschungsabteilung der F. Hoffmann-La Roche & Co. A.G., Basel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. November 1957) 


Zur Auftrennung verschiedener VitaminA-Formen bendétigten wir 
eine Chromatographiemethode, die Anforderungen geniigen sollte, welche 
mit der bisher tiblichen Chromatographie an Aluminiumoxyd nicht er- 
fiillt werden konnten. Die Verteilungschromatographie mit umgekehrten 
Phasen, wie sie von Howard und Martin! zuerst empfohlen wurde, 
schien uns dafiir geeignet. Als Grundlage diente eine Methode zur Chro- 
matographie verschiedener Sterine, wie sie von Danielsson? entwickelt 
wurde. Durch Anwendung eines inerten, hydrophoben Polyathylen- 
pulvers als Tragersubstanz an Stelle der iiblichen mit Dimethyldi- 
chlorsilan hydrophob gemachten Diatomeenerden, z. B. Hyflo-Supercel. 
konnte die Methode vereinfacht, die Qualitaét des Triagermaterials ver- 
bessert und konstant gehalten werden. 

Das hier beschriebene System hat sich fiir unsere Zwecke besser 
bewahrt, als das von Rindi® zur Eluierung von Vitamin A-alkohol und 
dessen Ester aus einer Hostalen-Saiule verwendete Aceton/Wasser-Ge- 
misch. Es hat zudem den Vorteil, daB die Eluate automatisch mit dem 
Fraktionenwechsler gesammelt und die Vitamin A-Konzentrationen 
spektrophotometrisch bestimmt werden k6nnen. 

Nach den Angaben von Dunckley und Macfarlane* wurden 
einige Sdulen mit Paraffin6l als stationirer Phase bereitet, die aber einen 
deutlich schlechteren Trenneffekt zeigten als die von uns schlieBlich 
ausgewahlte Methode. 


Beschreibung der Versuche 


1. Traigermaterial: Zuerst wurde Hyflo-Supercel nach den Vorschriften 
von Howard und Martin! mit Dimethyldichlorsilan behandelt und als Trager- 
material verwendet. Spiter aber wurde nur mehr mit dem Polyathylenpulver 
Hostalen-W* gearbeitet. 


G. A. Howard u. A. J. P. Martin, Biochem. J. 46, 532 [1950]. 
H. Danielsson, Acta chem. scand., im Druck. 

3G. Rindi, Int. Z. Vitaminforsch. 28, 191 [1957]. 

4 (i. G. Dunckley u. Y. J. Macfarlane, J. Sci. Food Agric. 1955, 559. 

* Farbwerke Hoechst A.G., Frankfurt a. M.-Héchst. Das Verhalten des 
Hostalen gegeniiber einigen organischen Lésungsmitteln wurde einem Prospekt 
der Herstellerfirma entnommen. 
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2. Standardisierung der Saiulen: Chromatographiesiulen von 12 mm 
innerem Durchmesser und 45 cm Lange mit Hahn enthielten als Standardfillung 
5 g Hostalen-Pulver, was einem Verhaltnis von Durchmesser zu Hohe der fertigen 
Siule 1:10 entspricht. Dieses Verhiltnis soll nicht wesentlich unterschritten 
werden. 

3. Das ausgewahlte Lésungsmittelgemisch: Auf Grund von Ver- 
suchen mit 19 verschiedenen in der Fett- und Sterinchemie gebrauchlichen Lésungs- 
mittelgemischen wihlten wir eine Mischung von Isopropylalkohol und Wasser als 
mobile Phase und eine solche von 20% Chloroform in Heptan als stationire Phase 
(Chloroform erhéht die Stabilitét des Heptans auf dem Hostalen). Fiir eine Stan- 
dardsiule von 5g Hostalen verwenden wir z. B. fiir 55% Isopropylaikohol als 
mobile Phase folgende Mischung: 165 ml Isopropylalkohol, 135 ml Wasser, 40 m/l 
Heptan und 10 m/ Chloroform. 

4. Menge der zugesetzten stationiren Phase: Versuche ergaben, dal} 
pro 5 g Hostalen 4 mi stationire Phase optimale Resultate ergeben. Diese Menge 
kann nicht um mehr als 50% iiberschritten werden, sonst vermag das Hostalen- 
Pulver die stationire Phase nicht geniigend zuriickzuhalten. Je mehr von der 
stationiren Phase zugesetzt wird, desto langsamer wandern die Substanzen bei 
gleichbleibender Zusammensetzung der mobilen Phase. 

5. EinfluB der Temperatur: Die Chromatographie sollte in einem tempe- 
raturkonstanten Raum ausgefiihrt werden, weil die Léslichkeit der zwei Phasen 
der Lésungsmittel ineinander ziemlich stark temperaturabhingig ist. Auf jeden 
Fall miissen die Lisungsmittelgemische vor Gebrauch bei der spiteren Arbeits- 
temperatur ausgeglichen werden. 

6. Tropfgeschwindigkeit: Es hat sich gezeigt, da bei unserer Siule 
eine Tropfgeschwindigkeit von 4 Sek. pro Tropfen das Optimum darstellt (3,5 bis 
4 ml pro 10 Min.). Diese Zahl muB aber je nach Tropfengré8e neu bestimmt wer- 
den. Zu schnelles Chromatographieren ergibt verschmierte Bander. 

7. Kapazitat der Siulen: Von reinem synthetischem Vitamin A sowie von 
VitaminA-Gemischen sollen nicht mehr als etwa 25 mg (pro 5 g Hostalen mit 4 m/ 
stationirer Phase) aufgebracht werden, ansonst keine scharfe Trennung mehr er- 
halten wird. An der unteren Grenze gelang die Trennung von 50 "7g VitaminA- 
alkohol von der gleichen Menge VitaminA-acetat sehr gut. 

8. VergréBerung und Verkleinerung der Saiulen: Die Siulen kénnen 
ohne weiteres vergr6Bert werden, falls man das Verhaltnis von Héhe zu Durch- 
messer nicht stark verschiebt (Verhiltnis bei der Standardsiule 10:1). Die Saiulen 
kénnen nicht beliebig verkleinert werden. Saiulen (20 cm hoch, 6 mm Durchmesser) 
mit nur 500 mg Hostalen und 5—10 ug Vitamin A zeigen Effekte, die keine gute 
Reproduzierbarkeit erlauben (konvexe Zonen, Adsorption an der Siulenwand). 
Das Aufbringen der Substanzen ist schwierig. 

9. Aufbringen der Substanz: Die Substanz soll in méglichst wenig 
mobiler Phase gelést werden — fiir eine 5 g Standardsiule etwa 0,3 ml. Die 0,3 ml 
werden vorsichtig auf die fertig gepackte Siule gegeben und durch Offnen des 
Hahns an der Siule wird das Lésungsmittel eben gerade in die Siule einlaufen 
gelassen. Es wird zweimal mit je etwa 0,3 ml nachgespiilt (dazwischen in die Saule 
einlaufen lassen!). Durch diese Arbeitsweise werder’ zu breite Zonen verhindert. 

Bei kleineren Saulen hat sich folgende Arbeitsweise bewihrt: Die in einem 
moglichst leichtfliichtigen Lésungsmittel geléste Substanz wird tropfenweise auf 
ein Rundfilter mit etwas kleinerem Durchmesser als der Siulendurchmesser ge- 
geben und das Lésungsmittel im warmen N,- oder CO,-Strom verdampft. Das 
trockene Rundfilter wird vorsichtig auf die gepackte Siiule gebracht und die 
Substanz mit 2—3 Tropfen stationirer Phase vom Papier direkt in die Kolonne 
eluiert. Nachher verfahrt man wie gewohnlich. 

10. Herstellung der Phasenpaare: Es empfiehlt sich, die Phasen még- 
lichst einen Tag vor Gebrauch zuzubereiten. Das Gemisch der benétigten frisch 
destillierten Lésungsmittel wird in einem Scheidetrichter geschiittelt und dann 
moglichst bei der spiteren Arbeitstemperatur gehalten. Temperaturdifferenzen 
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von mehr als -++ 3° sind zu vermeiden. Vor Gebrauch werden die beiden Schichten 
getrennt und separat verwendet. Zwischen dem Ablassen der beiden Phasen 
werden einige Milliliter (weil wieder vermischt und triib) verworfen. 

11. Herstellen einer Siule: Die iiber Nacht gegeneinander ausgeglichenen 
Phasenpaare werden getrennt. 5 g Hostalen und 4 ml der stationiiren Phase werden 
in einem 50-ml-Erlenmeyerkolben mit einem Spatel wihrend etwa 3—5 Min. ho- 
mogenisiert. Mit mobiler Phase wird aufgefiillt, so daB ein Brei entsteht, der gerade 
gieBbar ist. Die Chromatographiesiule wird mit der mobilen Phase beschickt (etwa 
5 ml), dann mit Hilfe eines geeigneten Glasstabes oder Metallstopfers etwas reine 
Watte eingefiihrt, gepackt (keine Luftblasen) und der Hostalen-Brei eingegossen. 
Mit Hilfe des Stopfers (méglichst mit einer Siebplatte unten) wird der Brei homogen 
verteilt, der Hahn geédffnet und die Masse sich setzen gelassen (ohne Anwendung 
von Uber- oder Unterdruck). Dauer etwa 15 Min. Am Schlu8 wird oben ein pas- 
sendes Rundfilter eingefiihrt und mit Hilfe des Eigengewichtes des Stopfers das 
Hostalen zusammengepreBt. Die Siule ist nach Auslaufen der iiberschiissigen 
Lésungsmittelmenge bereit zur Chromatographie. Die Substanz wird aufge- 
bracht wie beschrieben und dariiber eine etwa 1 cm hohe Schicht gereinigter See- 
sand gegeben und nachher mit mobiler Phase aufgefiillt und die Tropfengeschwin- 
digkeit auf 4 Sek. pro Tropfen eingestellt. Die Siule ist vor Tageslicht, die ein- 
zelnen Fraktionen sind vor Licht und Luftsauerstoff zu schiitzen. 


Ergebnisse! 

Von insgesamt 19 verwendeten Lésungsmittelsystemen hat sich ein 
Gemisch von Isopropylalkohol/Wasser als mobile Phase, 20°% Chloro- 
form in Heptan als stationire Phase am besten bewahrt. 

Aus Tab.*1 geht hervor, mit wieviel Milliliter eluiert werden muB, 
bis die Hauptmenge der einzelnen Komponenten im Eluat erscheint. 
Ks ist daraus zu ersehen, daB zur Trennung der drei Komponenten ein 


Tab. 1. Ubersicht iiber die verschiedenen Chromatographiesysteme. 
Standardsiule: Stationire Phase 4 ml Heptan mit 20% Chloroformzusatz ; 
mobile Phase Isopropylalkohol/Wassergemisch in den angegebenen Verhiiltnissen. 
Fillmaterial 5 g Hostalen. Aufgetragene Substanzen: je 500 ug VitaminA-alkohol, 
VitaminA-acetat und VitaminA-palmitat, 20 mg Cholesterin. Zahlen = Anzahl 
Milliliter, nach welcher die Hauptmenge der betr. Substanz im Eluat erscheint 
(Mittelwerte aus mehreren Versuchen). Raumtemperatur: 23°. 








yh Isopropylalkohol Vit. A-alkohol VitaminA- | VitaminA- Ciestentetin 
in Wasser acetat palmitat 
50 100 
52,5 56 
55 32 100 50 
60 18 52 
65 14 30 180—200 
67,5 12 25 180 
70* 9 25 160 














*) Ohne Chloroform in der stationiren Phase. 


System mit 65 bzw. 67,5°, Isopropylalkohol geeignet ist. Noch bessere 
Ergebnisse wurden mit einer Gradient-Eluierung erzielt. Begonnen wurde 
mit 50°(, Isopropylalkohol und eingetropft wurde reiner Isopropylalkohol 
unter gutem Riihren. Das Volumen des MischgefiBes richtete sich nach 
der gewiinschten Starke des Gradienten. 
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Die Reproduzierbarkeit ist sehr gut. So konnte z. B. bei 10 Saulen 
mit 5 g Hostalen und 10 separat hergestellten Gemischen von 55% Iso- 
propylalkohol/Wasser die Spitze von Vitamin A-alkohol immer bei 32m/ 

-3ml gefunden werden, wobei das Volumen der Fraktionen 3 ml 
betrug. 

Die verwendeten Saéulen hatten mit 5 g Hostalen ein Lésungsmittel- 
volumen von etwa 6ml. Das bedeutet, daB Substanzen, die mit der 
Front der mobilen Phase laufen, nach Eluierung mit 6 ml erscheinen. 
Erst Substanzen, die mit 15 oder mehr Milliliter herausgelost werden, 
sind geniigend aufgetrennt. 

Diese Art von Verteilungschromatographie wurde vor allem fiir 
VitaminA und seine Ester ausgearbeitet. Weitere Versuche haben aber 
gezeigt, daB auch andere fettlosliche Vitamine gut getrennt werden 
kénnen. Es ist bemerkenswert, da8 Vitamin D, von Vitamin A-alkohol 
ohne Schwierigkeiten abgetrennt werden kann. Vitamin E und Vitamin A 
sind ebenfalls leicht aufzutrennen. Auch natiirliches Vitamin K, 14Bt sich 
mit diesen Chromatographiesystemen reinigen. 

Tab. 2 zeigt die Reihenfolge, in welcher die verschiedenen gepriiften 
Verbindungen eluiert werden. Vitamin A-alkohol erscheint zuerst im 
Eluat, ist also die am meisten polare Substanz. 


Tab. 2. Reihenfolge, in welcher die aufgefiihrten Substanzen eluiert werden, bei 
Chromatographie mit umgekehrten Phasen an einer Hostalen-Siule. Dahinter die 
Anzahl Milliliter, nach denen die Hauptmenge der Substanz unter den gleichen 
Bedingungen wie in Tab. 1 erscheint. Systeme: 55% bzw. 65% Isopropylalkohol/ 














Wasser. 
Substanzen 55% 657% 
: fsopropylalkohol/Wasser | Isopropylalkohol/Wasser 
abnehmende Polariiit 
VitaminA-alkohol . . . 30 _ 
Cholesterin ...... 50 ~ 
Vitamin D, ...%.. 57 -- 
VitaminA-acetat. ... 100 30 
VitaminE ...... 115 30 
Vitamin K,...... - 90 
VitaminA-palmitat. . . — 190 
Zusammenfassung 


Es wird ein Lésungsmittelgemisch und ein Tragermaterial fiir 
Saéulen-Chromatographie angegeben, die erlauben, Vitamin A-alkohol, 
Vitamin A-acetat und Vitamin A-palmitat auf einfache Weise quantitativ 
zu trennen. Die Losungsmittelgemische eignen sich zur direkten Ab- 
lesung der Lichtdurchlassigkeit im Spektrophotometer (kein Ein- 
dunsten der Fraktionen noétig). Auch VitaminD, E und K kénnen 
mit dieser Art von Chromatographie aufgetrennt werden. 
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Summary 


A solvent mixture and an adsorption material for column chromato. 
graphy is reported allowing a quantitative and easy separation of 
vitamin A-alcohol, vitamin A-acetate, and vitamin A-palmitate. The sol- 
vent mixtures can be used for an immediate reading of transmittancy of 
light in a spectrophotometer (evaporation of fractions is unnecessary). 
Vitamins D, E, and K may also be separated by this chromatographica| 
method. 
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Uber die Wirkung von Athylendiamin-tetraessigsaure 
auf isolierte Lebermitochondrien 
Von 
W. Kunz, W. Friedel, F. Miiller, Pham van S6 und E. Strack 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Leipzig 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Dezember 1957) 


Seit Cleland und Slater? zeigten, da Komplexbildner die Schwel- 
lung isolierter Herzmuskelsarkosomen und die damit einhergehende In- 
aktivierung des «-Ketoglutarsiure-Oxydasesystems weitgehend verhin- 
dern, wird Athylendiamin-tetraessigsiure (EDTA) meist als Dinatrium- 
salz (Na,H,Y) fast regelmafig Mitochondrien- und Fermentprapara- 
tionen als allgemeiner Stabilisator zugesetzt. Die so gewonnenen Erfah 
rungen sind keineswegs einheitlich, und die Wirkungsweise von EDTA 
ist noch immer umstritten. Auch wir beobachteten friiher?, daB KDTA- 
Zusatz das Cholin-Oxydasesystem in Homogenaten und Mitochondrien- 
praparationen aus verfetteten Rattenlebern dem von normalen Lebern 
angleicht. Die Ursache wurde nicht geklart. 

Das Succinat-Oxydasesystem ist fiir derartige Studien geeigneter. 
Es ist iibersichtlicher, hat einen gréBeren Sauerstoffverbrauch und ist 
weitgehend unabhiangig von dissoziierenden Cofermenten. An ihm stell- 
ten wir die nachfolgenden Untersuchungen an, um die widerspruchs- 
vollen Meinungen zu klaren. 

Nach Slater und Cleland® senkt 0,01-m. EDTA die Spontan- 
atmung von isolierten Herzmuskelsarkosomen, normalisiert damit die 
P: O-Rate, weil es stérendes Ca”® bindet. Nach Bonner jr. aktiviert 
EDTA den Sauerstoffverbrauch phosphatarmer Succinatoxydase-Prapa- 
rationen. Nach Tyler® hemmt EDTA die Succinatoxydation in Ratten- 
leberhomogenat nur dann, wenn sich Oxalessigsiure anhauft, wiirde 
also vorwiegend durch Diphosphopyridinnucleotid (DPN)-Stabilisierung 
wirken. Nach Raaflaub® erhalt EDTA durch Ca?*-Entfernung die 
Struktur isolierter Lebermitochondrien aufrecht, ahnlich wie ATP, der 
..physiologische Cofaktor“ der Zellgranula. Nach Swanson’ wie nach 
Bonner jr.* soll EDTA nicht nur als Komplexbildner wirken. 


1 a) K. W. Cleland u. E.C. Slater, Biochem. J. 58, 547 [1953]; b) K. W. 
Cleland u. E. C. Slater, Quart. J. Microscop. Sci. 94, 329 [1953]. 

2 W. Friedel, diese Z. 304, 91 [1956]. 

3 KE. C. Slater u. K. W. Cleland, Biochem. J. 55, 566 [1953]. 

4 W. D. Bonner jr., Biochem. J. 56, 274 [1954]. 

5 D. B. Tyler, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 88, 333 [1955]. 

6 J. Raaflaub, Helv. chim. Acta 38, 27 [1955]. 

7M. A. Swanson, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 20, 85 [1956]. 
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Material und Methode 


Wir verwendeten Aufschwemmungen von Mitochondrien aus Lebern ge. 
sunder Albinoratten, die nach der modifizierten® Methode von Williams jr.° 
prapariert wurden. Die Aktivitit des Succinat-Oxydasesystems wurde am Q,-Ver- 
brauch im Warburg-Apparat manometrisch gemessen. Je 0,5 ml Mitochondrien- 
suspension, die 0,08—0,1 g% N enthielten, 0,7 ml Puffer und 0,4 ml Substrat 
ergaben ein Endvolumen von 1,6m/. Darin betrugen die jeweiligen Konzen- 
trationen: Substrat 1,12-10--m., EDTA-Verbindung 2,8-10-*-m., Nicotinsiure- 
amid (NAA) 4-10-?-m., Kaliumphosphatpuffer (pH 7,4) 1,7-10-?-m. oder Borat- 
puffer nach Palitzsch (zit. nach 4) 8-10-?-m. Die pq-Werte wurden mit der 
Glaselektrode kontrolliert. Vierstiindig bei 38° im Phosphatpuffer gealterte Mito- 
chondrien resedimentierten wir bei 8500 x g in der Kihlzentrifuge. Der erneut 
in 0,25-m. Saccharose aufgenommene Bodensatz wurde an Stelle der frischen 
Mitochondriensuspension eingesetzt. 

Von den Versuchen wurde je ein typisches Zeit-Geschwindigkeits-Diagramm 
iiber 60 Min. als Kurve dargestellt. Den Zahlenangaben legten wir den O,-Ver- 
brauch der Ablesungsintervalle 0 bis 5; 5 bis 10 und 10 bis 30 Min. aus jeweils 
7 bis 10 Versuchen als Qo, [N] zugrunde. Die mit Succinat ohne weitere Zusitze 
erhaltenen Werte wurden gleich 100 gesetzt, die mit Zusitzen als Prozent von 
ihnen. Die kauflichen Chemikalien waren analysenrein. CaK,Y stellten wir nach 
Pfeiffer und Offermann® her. Fiir Na,H,Y und EriochromschwarzT danken 
wir VEB Berlin-Chemie, Adlershof, fiir Mg-Titriplex E. Merck, Darmstadt, 
und fiir Nicotinsiureamid VEB Jenapharm, Jena. 


Ergebnisse 
Mehr als 200 Versuche, die wir fiir diese Untersuchungen durch- 
fiihrten, erwiesen erneut, daB Na,H,Y die spontane Aktivitat der Succi- 
nat-Oxydase von Lebermitochondrien signifikant verringert (Abb. 1). 
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Abb. 1. Der Einflu$ von Na,H,Y im Phosphatpuffer. 


Erklirung siehe Text. 1: Succinat ohne Na,H,Y; 2: Succinat mit Na,H,Y, mit 
dem Puffer in der Kalte zugesetzt. 


Um zu erkennen, wo der Komplexbildner angreift, variierten wir 
die Versuchsbedingungen zuerst in Hinsicht auf das Erdalkaliverhalten. 
Wir untersuchten dann den Puffereffekt und inwieweit vermehrt endo- 
gen entstehende Oxalessigsiiure beeinfluBt. SchlieBlich wurden vor- 
inkubierte Mitochondrien gepriift, um AufschluB tiber die Rolle der 
Mitochondrienmembran bei der EDTA-Hemmung zu erhalten. 

8 J. N. Williams jr., J. biol. Chemistry 197, 709 [1952]. 
® P. Pfeiffer u. W. Offermann, Ber. dtsch. chem. Ges. 75, 1 [1942]. 
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Die spontane Succinatveratmung ist so intensiv, daB bereits zwischen 
40 und 60 Min. der auftretende Substratmangel die Atmungsaktivitat 
mit und ohne EDTA umkehren kann. Diese Ursache, die an sich auch 
rechnerisch zu erwarten war, sicherten wir experimentell. Die anfang- 
liche Relation tritt wieder ein, wenn nach 60 Min. Versuchsdauer er- 
neut Substrat zugefiigt wird. Wir haben deshalb nur die ersten 30 Min. 
als relativ unverfalscht ausgewertet. 

Der Erdalkalieffekt: In einer friiheren Mitteilung? vermuteten 
wir, daB EDTA Mg” komplex bindet und so die Aktivitat der DPN- 
spaltenden Fermente herabsetzt. Wir priiften deshalb MgK,Y auf seine 
Wirkung. Abb. 2 zeigt, daB MgK,Y die Atmungsaktivitat im Phosphat- 
puffer in gleichem Umfang vermindert wie Na,H,Y. Die Bindung von 
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Abb. 2. Der Einflu8 von MgK,Y im Phosphatpuffer. 
Erklarung siehe Text. 1: Succinat ohne MgK,Y; 2: Succinat mit MgK,Y, mit dem 
Puffer in der Kalte zugesetzt. 


vorhandenem Magnesium an EDTA ist im Phosphatpuffer also bedeu- 
tungslos auf den Hemmeffekt. Aber sowohl das Mg- als auch das Na- 
Salz kénnen Ca*® binden. Schon Slater und Cleland® sowie Raaf- 
laub® fihrten die stabilisierenden Eigenschaften von EDTA auf eine 
Ca**-Bindung zuriick. 
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Abb. 3. Der Einflu8 von CaK,Y im Phosphatpuffer. 
Erklirung siehe Text. 1: Succinat ohne CaK,Y; 2: Succinat mit CaK,Y, mit dem 
Puffer in der Kialte zugesetzt. 


Wir untersuchten deshalb den Ca**-Einflu8 auf unser System, 
indem wir CaK,Y einsetzten. Wie aus Abb. 3 hervorgeht, hemmt CaK,Y 
die Succinatveratmung nicht. Ca*® ist demnach fiir die hohe Spontan- 
atmung notwendig; seine komplexe Bindung ist wesentlich bei der 
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EDTA-Hemmung. Die nahezu identisch verlaufenden Kurven mit 
CaK,Y und ohne EDTA-Verbindungen schlieBen auch aus, daB Schwer- 
metallionen am Hemmeffekt wesentlich beteiligt sind, denn ihre Kom- 
plexstabilitatskonstanten liegen viel héher als die von Ca?®. Sie wiirden 
in jedem Falle gebunden werden und bei unseren Bedingungen sowohl 
Ca*® als auch Mg®® aus ihrem EDTA-Komplex verdringen. 

Der Puffereffekt: Wiederholt wurde beschrieben, daB das Suc- 
cinat-Oxydasesystem durch Calciumphosphat aktiviert wird!®. Man 
k6nnte deshalb vermuten, daB EDTA-Zusatz einer aktivierenden Phos- 
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Abb. 4. Der Einflu8 von Na,H,Y, MgK,Y und CaK,Y im Boratpuffer (mit NaCl). 

Erklarung siehe Text. 1: Succinat ohne EDTA-Zusatz; 2: Succinat mit Na,H,Y; 

3: Succinat mit MgK,Y; 4: Succinat mit CaK,Y. Die EDTA-Verbindung wurde 
jeweils mit dem Puffer in der Kialte zugesetzt. 


phatverbindung Ca” entreiBt. Fiir unsere Ansitze kénnte es auch be- 
deuten, daB EDTA seine hemmende Wirkung nur im Phosphatpuffer 
entfaltet. 

Unsere Versuchsserien (Abb. 4) zeigen, daB Na,H,Y die Aktivitat 
der Succinat-Oxydase frischer Mitochondrien auch im Boratpuffer stark 
hemmt, waihrend CaK,Y sie kaum beeinfluBt. 

MgK,Y verringert jedoch im Boratpuffer die Spontanatmung 
maBiger als im Phosphatpuffer. Man mu daher annehmen, da8 im 
Phosphatpuffer zwischen Mg®® und Phosphat besondere Reaktions- 
weisen mitwirken. Auf die Mitochondrienstruktur hat Magnesium als 
Ion sicherlich Einflu8; inwieweit diese Form des Magnesiums bei un- 
serem unterschiedlichen Einflu8 der Puffer mitgewirkt haben kénnte, 
ist ungeklart. 

Man kénnte auch nach Tyler! weiterhin unterstellen, daB kom- 
plex gebundenes Magnesium durch seine Bindungsart die Hemmwirkung 
der Oxalessigsiure abschwicht und dadurch der vermehrte O,-Ver- 
brauch mit MgK,Y im Boratpuffer zustande kommt. Diese Vermutung 
wird aber durch unsere folgenden Untersuchungen nicht gestiitzt. 


0 B. L. Horecker, E. Stotz u. T. R. Hogness, J. biol. Chemistry 128, 


251 [1939]; D. Keilin u. E. F. Hartree, Biochem. J. 44, 205 [1949]. 
11 DP. B. Tyler, J. biol. Chemistry 216, 395 [1955]. 
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Die bisher mitgeteilten Ergebnisse beweisen, daB die EDTA-Wir- 
kung primar mit der Ca®®-Bindung zusammenhiangt. Sie sagen jedoch 
nichts Sicheres tiber das Zustandekommen der Atmungshemmung fiir 
Succinat als Substrat aus. Wir haben deshalb weitere Untersuchungen 
iiber den Oxalessigsiureeffekt angestellt. 

Der Oxalessigsiureeffekt: Nach Tyler® steigt mit 10-3-m. 
EDTA die Oxalessigsiurekonzentration im Gesamtleberhomogenat auf 
etwa 200° an, wenn 2-10-*-m. Succinat als Substrat zugesetzt wird. 
Oxalessigsaure ist ein auBerordentlich wirksamer Inhibitor der Succino- 
dehydrogenase!”. Sie kénnte also den hemmenden Einflu8 von EDTA 


erklaren. 
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Abb. 5. Der EinfluB von NAA und Na,H,Y im Phosphatpuffer. 
Erklarung siehe Text. 1: Succinat ohne Zusatz; 2: Succinat mit Na,H,Y; 3: Suc- 
cinat mit NAA; 4: Succinat mit Na,H,Y und NAA; Na,H,Y sowie NAA wurden 

mit dem Puffer in der Kalte zugesetzt. 


Die Oxalessigsiurebildung hingt nun vom gegenwirtigen DPN- 
Gehalt ab, sie steigt mit ihm. Man kann das Problem angehen, indem 
man das DPN stabilisiert oder zerstort. 

Bekanntlich wird der DPN-Abbau durch Nicotinséureamid (NAA) 
verzogert!®, Bereits Keilin und Hartree hatten gefunden, dai DPN 
die Succinatoxydation herabsetzt. Sie schlossen, da vermehrt gebildete 
Oxalessigsiure der eigentliche Hemmstoff ist. Wenn also die EDTA- 
Hemmung ausschlieBlich auf einen verbesserten DPN-Schutz zuriick- 
zufiihren ist, miiBte sich durch NAA ein gleicher Effekt erzielen lassen. 

Wir setzten daher 4-10-?-m. NAA ein. Abb. 5 ergibt, daB in der Tat 
durch NAA die Atmungsaktivitét ohne und mit zugegebenem EDTA 
verringert wird. Die Hemmung erreicht aber langst nicht die von EDTA 
allein, auch nicht, wenn man die NAA-Konzentration verdoppelt. Es 
miissen also noch andere wesentliche Faktoren an der EDTA-Hemmung 
beteiligt sein. 

Weiterhin verglichen wir die Succinatveratmung durch Mitochon- 
drien im Phosphatpuffer mit und ohne 30 Min. lange Vorinkubation 

12 N. B. Das, Biochem. J. 81, 1124 [1937]. 


13 Pp, J. G. Mann u. H. H. Quastel, Biochem. J. 35, 502 [1941]. 
14 —D. Keilin u. E. F. Hartree, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B 129, 277 


[1940]. 











270 Kunz, Friedel, Miller, Pham van S6 und Strack, Bd. 310 (1958) 





bei 38°. In beiden Ansitzen wurde gegeniiber friiher EDTA gemeinsan: 
mit dem Substrat zugegeben. Bei der bekannten Instabilitaét der Code- 
hydrase I sollte nach 30 Min. Alterung ein betrachtlicher DPN-Verlust 
eingetreten sein, wodurch die Succinat-Oxydation bei nachtraglichem 
EDTA-Zusatz nur noch wenig Oxalessigsiure ergeben dirfte. Es zeigte 
sich jedoch, daB die Vorinkubation sehr untergeordnete Bedeutung 
hatte, DPN-Stabilisierung also nicht die Hemmwirkung von EDTA er- 
klaren k6nnte. 

Uberraschend bei diesen Versuchen war jedoch, daB EDTA, wenn 
es mit dem Substrat gemeinsam eingekippt wurde, weder bei frischen 
noch bei gealterten Mitochondrien nennenswert die Atmungsaktivitat 
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Abb. 6. Der Einflu8 zeitlich unterschiedlicher Na,H,Y-Zugabe im Phosphatpuffer. 


Erklarung siehe Text. 1: Succinat ohne Vorinkubation ohne Na,H,Y; 2: Succinat 
ohne Vorinkubation mit Na,H,Y, mit dem Puffer in der Kilte zugesetzt; 3: Suc- 
cinat ohne Vorinkubation mit Na,H,Y, mit dem Substrat zusammen eingekippt; 
4: Succinat nach 30 Min. Vorinkubation ohne Na,H,Y; 5: Succinat nach 30 Min. 
Vorinkubation mit Na,H,Y, mit dem Substrat zusammen eingekippt. 


herabsetzte (Abb. 6). Der eingangs beschriebene Hemmeffekt im Phos- 
phatpuffer ist demnach vom Zeitpunkt der EDTA-Zugabe abhangig. 
Es missen sich also in den etwa 8 Min., die wir von der Beschickung 
der Kélbchen bis zum Einkippen des Substrats mindestens bendtigten, 
entscheidende Verainderungen am Mitochondrium abgespielt haben, die 
verhindern, daB die Succinatoxydation bei spiterer Zugabe von EDTA 
gehemmt wird. 

Ein derartig rapider DPN-Verlust, der nur wihrend des Tempe- 
rierens vor sich gegangen sein kénnte, ist sehr unwahrscheinlich. Zudem 
enthalten nach Sung und Williams jr.‘ isolierte Rattenlebermito- 
chondrien nur etwa 4% der gesamten zelleigenen DPN-ase. 

Die Versuche, wie in Abb. 6 haben wir auch ohne Vorinkubation 
vielfach wiederholt. Stets fanden wir, dafi die Succinatoxydation stark 
gehemmt wurde, wenn wir EDTA in der Kalte vor dem Substrat zu- 
gaben, und kaum gehemmt war, wenn Substrat und EDTA gleichzeitig 
zugegeben wurde. Da die Kurven sich mit denen in Abb. 6 decken, 
wurden sie nicht besonders belegt. 
ne a Shan-Ching Sung u. J. N. Williams jr., J. biol. Chemistry 197, 175. 

52]. 
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Benutzt man statt Phosphatpuffer einen Boratpuffer, so fallen die 
Ergebnisse anders aus. Abb. 7 zeigt, daB im Boratpuffer EDTA fast 
unverandert hemmt, gleich ob es in der Kalte mit dem Puffer oder 
nach Temperieren mit dem Substrat zugegeben wird. Die initialen 
Verinderungen am Mitochondrium scheinen demnach vom Phosphat- 
gehalt des Mediums bestimmt zu werden. 

Auch diese Ergebnisse sprechen dagegen, daB vermehrte Oxalessig- 
siurebildung wesentlich an der EDTA-Hemmung beteiligt ist. 

Um auszuschlieBen, daB bei den beiden Pufferarten die unterschied- 
liche Kationenart entscheidend fiir den Hemmeffekt ist, haben wir den 
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Abb. 7. Der Einflu& zeitlich unterschiedlicher Na,H,Y-Zugabe im Boratpuffer 
(mit NaCl). 
Erklarung siehe Text. 1: Succinat ohne Na,H,Y; 2: Succinat mit Na,H,Y, mit 
dem Puffer in der Kalte zugesetzt; 3: Succinat mit Na,H,Y, mit dem Substrat 
zusammen eingekippt. 


Boratpuffer statt mit NaCl mit KCl bereitet. Aebi, Frunder wie auch 
Pressman und Lardy?® fanden naimlich, da8 maximale Atmungs- 
aktivitéten nur bei ausreichender K®-Konzentration im Suspensions- 
medium erreicht werden. 

Abb. 8 zeigt, daB der Hemmeffekt von EDTA nur unwesentlich 
verandert wird, wenn Na® oder K® iiberwiegt. 

Die EDTA-Hemmung auf das Succinat-Oxydasesystem von Mito- 
chondrien scheint also nicht am Fermentsystem anzugreifen. Vielmehr 
weisen unsere Ergebnisse darauf hin, daB sich peripher an der Mito- 
chondrienmembran Veranderungen abspielen, fiir welche Ca®® primar 
verantwortlich ist. Diese Membranverinderungen bestimmen dann die 
Geschwindigkeit der Succinatveratmung. 

Mitochondrienstruktur und EDTA-Wirkung: Um den Ein- 
flu8 der peripheren Membranschranke méglichst auszuschalten, stu- 
dierten wir das Verhalten weitgehend geschidigter Granula gegeniiber 
EDTA-Zusatz. Wir lieBen zu diesem Zweck die Mitochondrienauf- 


16 H. Aebi, Helv. physiol. pharmacol. Acta 8, 525 [1950]; H. Frunder, 
diese Z. 291, 182 [1952]; B. C. Pressman u. H. A. Lardy, Biochim. biophysica 
Acta [Amsterdam] 18, 428 [1955]. 
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schwemmung im Phosphatpuffer 4 Stdn. bei 38° altern. Abb. 9 zeigt, 
daB die Atmungsaktivitaét mit dem Resediment im System ohne EDTA, 
wie zu erwarten, erheblich niedriger ist als bei frischen Mitochondrien. 
Auffallenderweise wird dagegen die Atmungsaktivitat bei Na,H, Y-Zusatz 
signifikant erhéht, unabhingig vom Zeitpunkt der Zugabe des Chelat- 
bildners. Ganz gleiche Wirkungen sahen wir auch bei Versuchen, bei 
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Abb. 8. Der EinfluB von K® auf die Na,H,Y-Hemmung im Boratpuffer. 
Erklarung siehe Text. 1: Succinat ohne Na,H,Y; 2: Succinat mit Na,H,Y, mit 
dem Puffer in der Kalte zugesetzt; 3: Succinat mit Na,H,Y, mit dem Substrat 

zusammen eingekippt. 
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Abb. 9. Die Wirkung von Na,H,Y nach 4stgd. Vorinkubation im Phosphatpuffer. 

frklarung siehe Text. 1: Succinat ohne Na,H,Y; 2: Succinat mit Na,H,Y, mit 

dem Puffer dem aufgeschwemmten Resediment zugegeben; 3: Succinat mit 
Na,H,Y, mit dem Substrat zusammen eingekippt. 


denen wir nach Resedimentieren die tiberstenende Fliissigkeit wieder 
zusetzten oder dem unveranderten gealterten Ansatz ohne Resedimen- 
tieren EDTA und Substrat zugaben. Eventuelle Erdalkaliwirkungen 
fielen aus. Na,H,Y und CaK,Y steigerten in gleicher Weise die Atmung. 
Die gegensatzliche Wirkung wie bei frischen Mitochondrien fehlt hier. 
Also bestimmt auch die Intaktheit der Mitochondrienstruktur im Phos- 
phatpuffer wesentlich, wie EDTA die AtmungsgroBe beeinfluBt. 


Diskussion 


Unsere Ergebnisse zeigen, da die Art der EDTA-Wirkung auf das 
Succinat-Oxydasesystem isolierter Lebermitochondrien von mehreren 
Faktoren abhangig ist, wie vom Puffer und vom Zeitpunkt der EDTA- 
Einwirkung. Beide beeinflussen die strukturelle Intaktheit der Zell- 
granula. EDTA kann nur bei frischen Mitochondrien die Membran stabi- 
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lisieren und hierdurch verhindern, daB unphysiologisch hohe Angebote 
des Succinats eintreten. Auf gealterte Zellpartikeln mit weitgehender 
Verainderung der Membran muB diese Beeinflussung fehlen. EDTA wirkt 
daher auf gealterte Mitochondrien wie auf eine Fermentpriaparation, 
also aktivierend. Im Falle der Succinatoxydation erklart die Abdichtung 
der Membran, warum die Atmungsgeschwindigkeit kleiner ist. Auch 
die eingangs erwaihnte unterschiedliche Beeinflussung des oxydativen 
Cholinabbaus in Mitochondrien verfetteter und normaler Rattenlebern 
nach EDTA-Zusatz laBt sich durch Abdichtung und dadurch bedingte 
DPN-Stabilisierung erklaren. 

Nach Beobachtungen von Cleland und Slater!> schwellen iso- 
lierte Mitochondrien wahrend der Alterung im isotonischen Milieu an 
(spontaneous transformation), schwere Membranschadigungen treten 
auf, die Permeabilitaét wird erhdht, irreversible strukturelle Verande- 
rungen stellen sich ein. In unserer Anordnung nach 4stdg. Prainku- 
bation kommen sie in einer teilweisen Inaktivierung des Succinat- 
Oxydasesystems zum Ausdruck. EDTA steigert signifikant die At- 
mungsaktivitét einer so vorbehandelten Partikelchenfraktion. Das ist 
dadurch zu deuten, daB EDTA blockierende Stoffe, wie freigesetzte 
Schwermetallionen, bindet. Die Wirkungen von EDTA sind also wahr- 
scheinlich nur seinen chelatbildenden Eigenschaften zuzuschreiben und 
nicht Wirkungsmechanismen, wie sie Bonner jr.4, Swanson’ und auch 
Hunter und Mitarbeiter!’ diskutieren. 


Zusammenfassung 

1. 2,8-10-4-m. Athylendiamin-tetraessigsiure (EDTA) verringert die 
spontane Succinat-Oxydaseaktivitat frischer Mitochondrien um etwa 
50%. 

2. Diese Aktivitaétsminderung kann nur zu einem kleinen Teil auf 
DPN-Stabilisierung und dadurch bedingte Oxalessigsdiureanhaufung zu- 
riickgefiihrt werden. 

3. Im Phosphatpuffer ist der initiale EDTA-Effekt auf frische 
Mitochondrien abhingig vom Zeitpunkt der Zugabe des Komplexbild- 
ners, im Boratpuffer nicht. 

4. MgK,Y wirkt im Boratpuffer anders als im Phosphatpuffer. 

5. Die EDTA-Wirkung auf das Succinat-Oxydasesystem intakter 
Lebermitochondrien ist wahrscheinlich vorwiegend auf Ca?°-Bindung 
zuriuckzufithren, wodurch die Membran stabilisiert und die Substrat- 
diffusion vermindert wird. 

6. Die Succinat-Oxydaseaktivitaét von 4 Stdn. bei 38° gealterten 
Mitochondrien wird durch EDTA-Zugabe erhoht. 


17 K. Hunter, J. Davis u. L. Carlat, Biochim. biophysica Acta [Amster- 
dam] 20, 237 [1956]. 
Hoppe-Seylers Zeitschrift f. physiol., Chemie. 310 18 
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Summary 


1. 2.8 x 10-4M ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) reduces 
the spontaneous succinate-oxidase activity of fresh mitochondria by 
about 50%. 

2. This reduction in activity can be explained only to a minor 
extent by stabilisation of DPN and resultant rise in oxaloacetic aci(| 
concentration. 

3. In phosphate buffer the initial effect of EDTA on fresh mito- 
chondria depends on the time of addition of the complexing agent; not 
so in borate buffer. 

4. MgK,Y behaves differently in borate buffer as in phosphate 
buffer. 

5. The EDTA-effect on the succinate-oxidase system of intact 
mitochondria isolated from liver is probably due to Ca®®, It is held 
tightly and thus stabilises the membrane and prohibits diffusion of 
substrate. 

6. The succinate-oxidase activity of mitochondria aged for 4 hrs 
at 38° is increased upon addition of EDTA. 
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Stoffwechsel des Nicotinsaureamids 
bei Tuberkulosekranken 


Von 
M., S. El-Ridi, M. M. Abdel Kader, Angel Habib und M, Saadany 
Biochemistry Department, Kasr El Aini Faculty of Medicine, Cairo 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. August 1957) 


Der Stoffwechsel der Nicotinsiure und ihrer Derivate wurde von 
zahlreichen Autoren an Gesunden und Pellagrakranken sorgfaltig unter- 
sucht. Dabei wurde haufig beobachtet, daB Pellagra und Tuberkulose 
nur selten gemeinsam auftreten. In einer vorliufigen Untersuchung be- 
stimmten Abdel Kader und Mitarbb.! bei Tuberkulosekranken die 
yesamtnicotinséure und die gesamten Pyridinnucleotide im Blut, sowie 
die Ausscheidung von Nicotinsiureamid-chlormethylat mit demi Harn. 
Ahnliche Bestimmungen wurden von E]-Ridi und Mitarbb.? an tuber- 
kulésen Meerschweinchen durchgefihrt. 

In dieser Arbeit berichten wir zusammenfassend iiber den Stoff- 
wechsel von Nicotinsatireamid bei Tuberkulosekranken unter Normal- 
bedingungen und nach Belastung mit Nicotinséiureamid. 


Beschreibung der Versuche 


Die Untersuchungen wurden in zwei getrennten Gruppen durchgefiihrt. Jede 
Gruppe umfaBte Tuberkulosekranke und gesunde Vergleichspersonen. Es wurden 
nur Patienten mit |linisch, réntgenologisch und bakteriologisch gesicherter Lun- 
gentuberkulose ausgewahlt. Die Vergleichspersonen (Studenten und Dozenten der 
med. Fakultaét Cairo) erhielten eine normale Diit aus Milch, Kise, Fleisch, Reis, 
Brot, Obst und Gemiise. 

Bei der ersten Gruppe wurde das mit dem Urin ausgeschiedene Nicotinsaure- 
amid-chlormethylat in 3stdg. Abstanden bestimmt: a) unter Normalbedingungen, 
b) nach zusitzlicher oraler oder subcutaner Gabe von 100 und 200 mg Nicotinsaure- 
amid und c) nach kombinierter Zufuhr des Amids mit 150 und 300 mg Cholin- 
chlorid. Die Ausscheidung von Nicotinsiureamid-chlormethylat wurde drei Tage 
vor jedem Versuch und solange danach bestimmt, bis die Ausgangskonzentration 
wieder erreicht war. Weiterhin wurde ein Sattigungstest durchgefiihrt, indem 
5 Tage hintereinander 100 mg Nicotinsiureamid oder 300 mg Cholinchlorid oral 
verabreicht wurden. 

Bei der zweiten Gruppe wurde die Ausscheidung von Nicotinsiureamid- 
chlormethylat im Harn jeweils 6 und 24 Stdn. vor und nach oraler Gabe von 100 
und 200 mg Nicotinséureamid bestimmt. Zwischen beiden Dosen lag ein Intervall 
von 4 Tagen. 


1M. M. Abdel Kader, Angel Habib u. M. Saadany, J. Roy. Egypt. 
Med. Ass. 84, 108 [1951]. 

2M. S. El-Ridi, M. M. Abdel Kader, Angel Habib u. Abdel Aziz, 
J. Roy. Egypt. Med. Ass. 36, 435 [1953]. 
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Die Bestimmung des Nicotinséureamid-chlormethylats erfolgte nach der von 
Ellinger und Abdel Kader? modifizierten Acetonmethode von Huff und Perl- 
zweig*. Der Héamatokritwert, die Gesamtnicotinsiure® sowie die gesamten 
Pyridinnucleotide® wurden bei allen Versuchspersonen bestimmt. 


Ergebnisse 


Wie Tab. 1 und 2 zeigen, scheiden Tuberkulosekranke unter Normal- 
bedingungen mehr Nicotinséiureamid-chlormethylat aus als Gesunde. 
Nach Zufiihrung von 100 oder 200 mg Nicotinséureamid ist jedoch die 
Ausscheidung des Chlormethylats bei Gesunden hoher (Tab. 1). Die 
Ausscheidung des Chlormethylats nach Nicotinséureamidgabe wird bei 
Tuberkulosekranken durch Zusatz von Cholinchlorid bedeutend erhoht. 
Gesunde weisen diesen Effekt nicht auf, dagegen laé8t sich in diesem 
Fall eine leichte Erniedrigung der Ausscheidung des Metaboliten beob- 
achten (Tab. 1). 
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Abb. 1. Ausscheidung von Nicotinséureamid-chlormethylat im Harn nach oraler 
Gabe von 300 mg Cholinchlorid an fiinf einander folgenden Tagen. 3 Ver- 
gleichspersonen - ---- 2 Patienten mit Lungentuberkulose. 

Abb. 2. Ausscheidung von Nicotinsiureamid-chlormethylat im Harn nach oraler 
Gabe von 100 mg Nicotinsaéureamid an fiinf einander folgenden Tagen. 6 Ver- 
gleichspersonen ----- 6 Patienten mit Lungentuberkulose. 


Der Hamatokritwert und der Gehalt des Blutes an Diphosphor- 
pyridinnucleotid ist bei°Tuberkulésen durchschnittlich niedriger, die 
Konzentration der Gesamtnicotinséure dagegen héher als bei gesunden 
Vergleichspersonen (Tab. 2). 

Cholinsattigung beeinfluBt weder bei Gesunden noch bei Tuberku- 
losekranken die Ausscheidung von Nicotinsiureamid-chlormethylat 
(Abb. 1). 

Werden 5 Tage hintereinander 100 mg Nicotinsiureamid verab- 
reicht, so steigt bei den Kontrollen die Ausscheidung des Chlormethylats 
gleichmaBig bis zu einem Maximum am 4. oder 5. Tag an. Bei Tuber- 


3 Pp. Ellinger u. M. M. Abdel Kader, Biochem. J. 44, 77 [1949]. 

4 J. W. Huff u. W. A. Perlzweig, J. biol. Chemistry 167, 157 [1947]. 

5 C. W. Carter u. J. R. P. O’Brien, Quart. J. Med. 14, 197 [1945]. 

6 N. Levitas, J. Robinson, F, Rosen, J. W. Huff u. W. A. Perlzweig, 
J. biol. Chemistry 167, 169 [1947]. 
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kulosekranken dagegen wird das Maximum schon am 1. Tag erreichi 
und an den folgenden Tagen nimmt die Menge des eliminierten Meta- 
boliten wieder ab (Abb. 2) 


Diskussion 

Der von uns im Blut gesunder Agypter beobachtete Konzentra- 
tionsbereich der Gesamtnicotinsiure bestatigt friihere Befunde von 
Abdel Kader! und El-Ridi?. Die Werte stimmen mehr oder weniger 
iiberein mit den durch mikrobiologische Bestimmungsmethoden erhal- 
tenen Ergebnissen anderer Autoren’~*. Zu vergleichbaren Daten kamen 
auch Field und Mitarb.!° mit der Bromcyanmethode. Der von einigen 
Autoren® gefundene niedrigere Konzentrationsbereich ist vermutlich 
auf unvollstandige Haimolyse der Blutproben zuriickzufiihren. Da reines 
Wasser kein geeignetes himolytisches Agens ist, verwendeten wir zur 
Hamolyse eine waBrige Harnstofflésung®. Diese fiihrt in einer Konzen- 
tration von 150 mg/ml in 10 Min. zu vollstaéndiger Hamolyse. 

Da Nicotinsiureamid ein Baustein des Diphosphorpyridinnucleotids 
(DPN) ist??, bestimmten wir auch den DPN-Gehalt der Erythrocyten. 
Die pro ml Erythrocyten berechneten DPN-Konzentrationen (Tab. 2) 
stimmen mit den héchsten von Kohn und Mitarbb.®) gefundenen Werten 
iiberein. Diese .Autoren bestimmten den sogenannten V-Faktor der 
Erythrocyten mit Haémophilus parainfluenzae. Hoagland und Ward", 
ebenso wie Levitas und Mitarbb.* beobachteten niedrigere Werte; 
Axelrod und Mitarbb.'* fanden in Erythrocyten beim Hund etwas 
hdhere DPN-Konzentrationen als wir beim Menschen. Der DPN-Gehalt 
der roten Blutkérperchen unterliegt offensichtlich erheblichen indivi- 
duellen Schwankungen. 

Der DPN-Spiegel Tuberkulosekranker ist pro ml Erythrocyten der- 
selbe wie der gesunder Vergleichspersonen; auf Prozente des Gesamt- 
blutes umgerechnet, liegt er jedoch bei Tuberkulésen wesentlich niedriger. 

Die Gesamtnicotinsiure im Blut Tuberkulosekranker ist deutlich 
hoher als bei Gesunden (Tab. 2). Dieselbe Relation fanden auch Carter 
und O’Brien bei vier Patienten mit Lungentuberkulose. Die taglich 
ausgeschiedene Menge an Nicotinséureamid-chlormethylat ist bei Tuber- 
kulésen ebenfalls gréBer als bei den Kontrollen. Dieses Chlormethylat 


7 A. Querido, A. Lwoff u. C. Lataste, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales 
130, 1580 [1939]. 

8 H. Kohn, F. Bernheim u. A. Felsovanyi, J. clin. Invest. 18, 585 [1939]. 

® S. P. Vilter, M. B. Koch u. T. D. Spies, J. Lab. clin. Med. 26, 31 [1940]. 

10 H. Field, D. Melnick, W. D. Robinson u. C. F. Wilkinson, J. clin. 
Invest. 20, 379 [1941]. 

11 M. Swaminathan, Indian. J. Med. Res. 26, 427 [1939]; W. W. Kihnau, 
Klin. Wschr. 18, 1333 [1939]; E. Bandier, Acta med. Scand. 107, 62 [1941]. 

12H. v. Euler, H. Albers u. F. Schlenk, diese Z. 287, I [1935]. 

183 C, L. Hoagland u. 8. M. Ward, J. biol. Chemistry 146, 115 [1942]. 

14 A. E. Axelrod, R. J. Madden u. C. A. Elvehjem, J. biol. Chemistry 
181, 85 [1939]. 
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ist in der Tat ein verliBlicher Indikator des jeweiligen Nicotinsiureamid- 
status. 

Die bei Gesunden gefundene pro Tag durchschnittlich ausgeschie- 
dene Menge an Nicotinséureamid-chlormethylat ist vergleichbar mit den 
von anderen Autoren**15 beobachteten Werten. 

Interessanterweise reagieren Tuberkulése auf eine zusatzliche Dosis 
Nicotinséureamid wesentlich weniger als gesunde Vergleichspersonen. 
Verabreicht man jedoch das Amid zusammen mit Cholinchlorid, so steigt 
im Gegensatz zum Gesunden die Ausscheidung des Chlormethylats beim 
Tuberkulosekranken stark an (Tab. 1). Offenbar ist der Methylierungs- 
mechanismus der Patienten der Belastung mit Nicotinséureamid nicht ge- 
wachsen und die Methylierung des zusatzlich zugeftigten Amids erfolgt nur 
dann, wenn gleichzeitig ein geeigneter Methyldonator verabreicht wird. 

Fir einen Mangel an Methyldonatoren beim Tuberkulosekranken 
sprechen auch die Ergebnisse des Sattigungstestes mit Nicotinséureamid 
(Abb. 2). Das Maximum der Chlormethylatausscheidung wird beim 
Tuberkulésen schon am 1. Tag erreicht, an den folgenden Tagen fallt 
dann die Menge des eliminierten Metaboliten wieder bis zu einem 
Minimum am fiinften Tag ab. 

Cholinchlorid beeinfluBt bei Tuberkulésen ebenso wie bei Gesunden 
die Ausscheidung von Nicotinsiureamid nicht merklich. Dies zeigt, daB 
der Tuberkulosekranke iiber geniigend Methyldonatoren verfiigt, um das 
unter Normalbedingungen, d.h. ohne zusitzliche Belastung im K6rper 
vorhandene Nicotinséureamid zu methylieren. 

Die von uns bei tuberkulésen Menschen gefundenen héheren Kon- 
zentrationen an Gesamtnicotinsiure werden durch ahnliche Beobach- 
tungen von E]-Ridi und Mitarbb.? an tuberkulésen Meerschweinchen 
bestiatigt. Nicotinsiureamid wirkt bekanntlich tuberkulostatisch?*®. Die 
erhéhte Konzentration von Nicotinséureamid-Metaboliten im Blut 
Tuberkulosekranker wird somit vielleicht durch eine Abwehrreaktion 
des K6rpers gegen die eindringenden Krankheitsserreger verursacht. 
Eine andere Méglichkeit wire, daB die Derivate der Nicotinsaure, ent- 
sprechend der von Bird?’ in vitro erhobenen Befunde, von den Tuber- 
kulosebakterien selbst synthetisiert werden. 

Weitere Tierversuche unter Normalbedingungen und nach Injek- 
tion verschiedener Typen von Tuberkelbakterien sind im Gange und 
sollen zur Klérung der aufgeworfenen Fragen beitragen. 

Fir die grofziigige Uberlassung von Nicotinsiureamid und anderen Sub- 
stanzen sind wir der Fa. Hoffmann-La Roche, Basel, zu Dank verpflichtet. 

15 M. Hochberg, D. Melnick u. B. L. Oser, J. biol. Chemistry 158, 265 
1945]. 
ie V. Chorine, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 220, 150 [1945]; D. McKen- 
zie, L. Malone, S. Kushner, J. J.Glesonu. Y. Subba Row, J. Lab. clin. Med. 
33, 1249 [1949]; B. Fust u. A. Studer, Schweiz. Z. Pathol. Bakteriol. 14, 523 
[1951]; E. Tanner, Helv. med. Acta 18, 456 [1951]; C. Levaditi u. A. Vais- 
man, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 284, 1588 [1952]. 

17 0. D. Bird, Nature [London] 159, 33 [1947]. 
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Zusammenfassung 


Tuberkulése scheiden deutlich mehr Nicotinsiureamid-chlormethy- 
lat aus und weisen einen héheren Blutspiegel an Gesamtnicotinsaure aut 
als Gesunde. Dagegen liegen Himatokritwert und DPN-Gehalt bei Tu- 
berkulésen durchschnittlich niedriger als bei Gesunden. 

Stoffwechseluntersuchungen zeigten, da bei Tuberkulosekranken 
ein Mangel an Methyldonatoren besteht. 


Summary 


Tuberculous patients secrete distinctly larger amounts of nicotin- 
amide-N-methyl] chloride and possess a higher blood level of total nico- 
tinic acid than healthy persons. However, the hematocrit value and 
DPN content of tuberculosis patients are lower on the average than 
in healthy people. 

Metabolic experiments showed a deficiency of methylating agents 
in tuberculous patients. 
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Bemerkungen zu der Arbeit von Pschyrembel und Halder: 


,in neues Verfahren 
zur getrennten Bestimmung der éstrogenen Hormone 
auf der Grundlage des Kober-Testes‘ 1? 


Von 
Brigitte Rassler und W, Hohlweg 


Aus dem Insitut fiir experimentelle Endokrinologie an der Charité, Berlin 
(Direktor: Professor Dr. Walter Hohlweg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. August 1957) 


Wegen der mangelnden Spezifitat der Kober-Reaktion und der davon ab- 
geleiteten Modifikationen bereitet die Bestimmung der phenolischen Steroide noch 
immer groBe Schwierigkeiten. Trotz vieler Untersuchungen zur Isolierung der 
éstrogenen Hormone aus Harnextrakten und Abtrennung der stérenden Begleit- 
stoffe ist es bisher noch nicht gelungen, mit Hilfe einer einfachen, schnell durch- 
fiihrbaren Methode unter Vermeidung allzu groBer Verluste so reine Extrakte zu 
erhalten, daB die Kober-Reaktion oder eine ihrer Modifikationen ohne Gefahr 
einer Stérung angewandt werden kann. 

Wir verwendeten fiir die Bestimmung der gesamten phenolischen Steroide 
die von Pontius? angegebene Methodik der Farbentwicklung mit Uberchlorsaure- 
reagenz. Diese Farbreaktion liefert bei der Verwendung reiner Ostron-, Ostradiol- 
und Ostriol-Lésungen gut reproduzierbare Werte, die jedoch untereinander nicht 
vergleichbar sind, da die Extinktionshéhe der einzelnen Hormone bei gleicher 
Konzentration sehr unterschiedlich ist. Die Methode ist also zur Bestimmung der 
,gesamten phenolischen Steroide“‘ ohne vorangehende Trennung nicht geeignet. 
Wenn wir trotzdem zunichst auf eine Trennung verzichteten und vorerst nur die 
Ostron-Aquivalente bestimmten, lag dies daran, dais wir dem Problem der Reini- 
gung der zu untersuchenden Extrakte bei der Ubertragung dieser Reaktion auf 
Harnproben mehr Bedeutung beimaBen. Bei der Verwendung des von Pontius 
angegebenen Extraktions- und Reinigungsverfahrens fiir Harnproben erhielten wir 
bei der nachfolgenden Farbreaktion stets nur bei Schwangerenharn in gréferer 
Verdiinnung einigermafen gute Rotfirbungen, wihrend Normalharne von Man- 
nern und Frauen immer nur schmutzigbraune Firbungen lieferten, die, gegen die 
Peroxyd-Leerwerte gemessen, zwar Werte lieferten, die den Angaben des Ver- 
fassers entsprachen, uns jedoch, verglichen mit den Werten anderer Autoren, zu 
hoch erschienen. 

Wir sahen deshalb in der Angabe iiber die Reinigung der Harne mit Aktiv- 
kohle in der Arbeit von Pschyrembel und Halder! einen Hinweis auf einen 
eventuell einzufiigenden Reinigungsschritt. Allerdings gingen wir an die Versuche 
mit einer gewissen Skepsis, da die Unterschiedlichkeit im Adsorptionsvermégen 
schon bei verschiedenen Chargen einer bestimmten Kohlesorte recht betrachtlich 
ist. Gleichzeitig schien uns eine Adsorption nicht nur der freien, sondern auch 
gebundener wasserlislicher Harnéstrogene durch die Aktivkohle sehr wahrschein- 
lich. Die Angabe, daB die Kohleriickstainde reextrahiert wurden und in den Ex- 
trakten im Allen-Doisy-Test keine dstrogenen Stoffe nachgewiesen werden konnten, 
schien uns kein ausreichender Beweis fiir die Brauchbarkeit der Methode zu sein, 


lw. Pschyrembel und G. Halder, diese Z. 306, 154 [1957]. 
2 D. Pontius, diese Z. 298, 268 [1954]. 
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da bereits Ito® bei Versuchen zur Isolierung der Ostrogene aus dem Harn fest- 
stellte, daB sie praktisch quantitativ von der Kohle adsorbiert werden, ihre Ab- 
lésung aber schwierig ist. r 

Wir untersuchten deshalb reine Ostronsulfat-Natrium-Lésungen sowie 
Schwangeren- und Normalharn mit und ohne Kohlebehandlung mit Hilfe der 
chemischen Methode und biologisch. Neben der von Pschyrembel und Halder an- 
gegebenen Aktivkohle (pulv. Merck) verwendeten wir noch zwei andere Kohle- 
sorten fiir die Versuche. Die Ergebnisse waren jedoch in allen Fallen ahnlich. Die 
Kohlebehandlung wurde durchgefiihrt, wie in der zitierten Arbeit angegeben, d.h. 
es wurden jeweils 600 ml Harn bzw. waGrige Hormonlésung mit 10g der ent- 
sprechenden Kohle 10 Min. lang im Scheidetrichter geschiittelt, schnell abgesaugt 
und aliquote Teile des Filtrats nach Pontius hydrolysiert und extrahiert. Bei den 
reinen Ostronsulfatnatrium-Lésungen wurde nach Salzsaurehydrolyse lediglich vier- 
mal mit Benzol extrahiert, da Natriumhydrogencarbonatreinigung, Natronlauge- 
Extraktion und Reextraktion der angesiuerten Natronlauge-Extrakte — wie sie 
bei den Harnproben angewendet wurde — in diesem Fall nicht erforderlich sind. 
Bei den biologischen Versuchen wurde die reine Ostronsulfatnatrium-Lésung 
ohne vorangehende Verseifung direkt gespritzt, im Falle des Schwangerenharns 
wurden unbehandelte Nativharne bzw. entsprechend durch Hydrolyse und Extrak- 
tion vorbereitete Harnextrakte testiert. Die Versuchsergebnisse zeigt die Tabelle. 


Ostronbestimmungen, chemisch nach Pontius, biologisch nach Allen-Doisy, vor und nach 
Behandlung mit Aktivkohle. 





























a Chemische Methode Biologische Methode 
Analysierte Fliissig« s P 
keit Ostron wiedergefunden bei Behandlung 
. ohne Kohle mit Kohle ohne Kohle mit Kohle 
Ostronsulfat- 
natrium-Lésung 
a) 250 y (= 181 y 162 y/100 ml 0 
Ostron)/100 m/ (89%) 
a.d. 
b) 1000 y (725 y 604 y/100 ml 0 300 RE/100 ml 25 RE/100 mé 
Ostron)/100 ml (83,3%) 
a.d. 
Schwangerenharn, 
Mens. 8 
a) nativ 2000 RE/24 Stdn. 125 RE/24 Stdn. 
1 6% 
b) Extrakt 1300 y Gstron- | 240 y Ostron- 2000 RE/24 Stdn. | 150 RE/24 Stdn. 
aquiv./24 Stdn. | aquiv./24 Stdn. (7,5%) 
(19%) 
Schwangerenharn, 
Mens. 
a) nativ 4000 RE/24 Stdn. 1000 RE/24 Std. 
u , (25%) 
b) Extrakt 840 y Ostron- 192 y Ostron- 3000 RE/24 Stdn. 400 RE/24 Stdn. 
aquiv./24 Stdn. | iquiv./24 Stdn. (13%) 
(23%) 
Frauenharn (normal) | 185 y Ostron- 0 1875 i. v. RE*/ weniger als 100i. v. 
Extrakt aquiv./24 Stdn. 24 Stdn. RE/24 Stdn. 


* Bei der biologischen Testierung sehr kleiner Ostrogenmengen wenden wir die intravaginale 
Darreichung an. 1 intravaginale Ratteneinheit (1i.v. RE) = etwa '/s,, von 1s.c. RE. 


Aus den Ergebnissen der Tabelle geht hervor, da unter den angegebenen 
Bedingungen durch die Kohlebehandlung, bei allen verwendeten Kohlesorten, ein 
betrachtlicher Teil der Harnéstrogene im Schwangerenharn verlorengeht. Das 
zeigen besonders deutlich die biologischen Versuche, da in diesem Fall der Wirk- 


3 M. Ito, Miinchener med. Wschr. 1983, 1969. 
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samkeitsabfall nicht wie bei der chemischen Bestimmung als eine Entfernung 
stérender Begleitstoffe gedeutet werden kann. Eine Wiederauffindung von héchstens 
25% ostrogen wirksamer Substanzen dirfte auch bei gleichzeitiger vollstandiger 
Entfernung aller die chemische Reaktion stérender Chromogene die Kohlebehand- 
lung nicht rechtfertigen. Der Unterschied in der Wiederauffindungsquote nach 
Kohlebehandlung im biologischen Test bei den beiden angefiihrten Schwangeren- 
harnproben ist wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, daB die Ergebnisse mit zwei 
verschiedenen Kohlesorten erhalten wurden. 

Die Ergebnisse zeigen gleichzeitig, daB eine Ubertragung dieser Behandlung 
auf Normalharn schon gar nicht méglich ist, da hier wie auch bei den reinen 
Ostronsulfatlésungen weder im biologischen noch im chemischen Test dstrogene 
Substanzen nachgewiesen werden kénnen. Eine quantitative Adsorption der Hor- 
mone an die Kohle ist bei den reinen Lésungen so zu erklaren, daB keine anderen, 
leichter adsorbierbaren Stoffe bzw. Lésungsvermittler (Harnstoff) in der Lésung 
vorhanden sind, wie es beim Harn der Fall ist. 


Zusammenfassung 

Auf Grund unserer Versuche halten wir die Methode der Behandlung der 
Harne mit Aktivkohle als Vorbereitung fiir den Kober-Test zur Bestimmung der 
Ostrogene nicht fiir brauchbar, da mindestens 75% der Ostrogene dabei verloren 
gehen. 

Summary 

As a result of our experiments we don’t think it practical to treat urine 
with activated charcoal in preparation for the Kober test for estrogens, since at 
least 75% of the estrogens are lost in the process. 
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Stellungnahme zu den Bemerkungen von Rissler und Hohlweg! 
zu unserer Arbeit: 


»£in neues Verfahren 
zur getrennten Bestimmung der éstrogenen Hormone 
auf der Grundlage des Kober-Testes‘‘? 


Von 
W. Pschyrembel und G, E, Halder 


Aus dem Laboratorium der Frauenklinik des Stidt. Krankenhauses im Friedrichshain 
(Chefarzt: Prof. Dr. Dr..W. Pschyrembel) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Dezember 1957) 


Bekanntlich liefern die iiblichen Verfahren zur Extraktion der Ostrogene aus 
dem Harn Endextrakte, die eine erhebliche Menge an Nichtsteroiden enthalten 
und daher die bislang bekannten Farbreaktionen zur kolorimetrischen Gehalts- 
bestimmung stoéren. 

Dieser Sachverhalt wurde durch eigene Untersuchungen an mehreren hundert 
Harnen nach den in der Literatur beschriebenen Verfahren bestitigt®. 

Der Schwerpunkt unserer Bemiihungen zur Ausarbeitung eines neuen Ver- 
fahrens lag daher auf der Reinigung der zur Farbreaktion kommenden Hormon- 
extrakte. Eine von mehreren neu eingefiihrten MaBnahmen war die Vorreinigung 
des Harns mit Aktivkohle. 

Allerdings wiesen wir schon vor langerer Zeit in einer sich an einen Vortrag* 
anschlieBenden Diskussion nachdriicklich darauf hin, daf} die Anwendung der Aktiv- 
kohle gewisse Gefahren birgt. Einmal besitzen die im Handel befindlichen Kohle- 
sorten ein sehr unterschiedliches Adsorptionsvermégen, zum anderen sind die 
Adsorptionsverhiltnisse im Harn, infolge wechselnden Gehaltes an Proteinen und 
anderen Kolloiden, sehr verschieden. 

Weiter wurde von anderer Seite darauf hingewiesen (Lohmann), da8 an 
der Oberfliche der Kohle unter Umstanden sterische Veriinderungen des Steroid- 
Molekiils oder sogar Oxydationen stattfinden, so da8 der tatsichliche Ostrogen- 
gehalt zwar chemisch, nicht aber biologisch nachweisbar ist. 

Weiter wurde die Méglichkeit von Adsorptions-Verlusten in Betracht ge- 
zogen. Bereits bei der Entwicklung der Methode unternahmen wir daher Ver- 
suchsreihen, bei denen die Kohle-Vorreinigung fortgelassen wurde. Wie zu er- 
warten, ergaben sich héhere ,,Hormongehalte‘‘. Dieser Befund ist an sich kein 
Beweis fiir auftretende Hormonverluste, da man durch schrittweise Ausschaltung 
der beschriebenen Reinigungsmethoden, den gefundenen ,,Hormongehalt“ stetig 
steigern kann. 

Auch bei Weglassen der Aktivkohle-Behandlung erhilt man nach dem mit- 
geteilten Verfahren visuell saubere, rein rote, fluoreszierende Farblésungen, wenn 
man die Wasserdampf-Destillation, die Reinigung durch Extraktion der Ostrogene 
als Natriumsalze und die Chromatographie durchfiihrt. Die in Harnen ermittelten 
Ostrogenmengen entsprechen cabei den im quantitativen Allen-Doisy-Test ge- 
funcenen. 


1 B. Rassler und W. Hohlweg, diese Z. 310, 281 [1958], vorstehend. 

2 W. Pschyrembel und G. Halder, diese Z. 306, 154 [1957]. 

3 Vgl. W. Pschyrembel und G. E. Halder, Vitamine u. Hormone, 8, 42 
[1958]. 

4 Sitzungsbericht der Berliner Physiolog. Ges. vom 15. 7. 1957, Klin. Wschr. 
35, 742 [1957]. 
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Die neuerdings aufgenommenen Absorptionsspektren der so erhaltenen Farb- 
lésungen bestatigen objektiv diesen Befund (vgl. die Abbildung). Die angegebenen 
Methoden zur Reindarstellung der Hormonextrakte reichen aus, eine ungestérte 
Farbreaktion zu erméglichen. Die Gefahr, Nichtsteroide kolorimetrisch zu erfassen, 
ist weiter durch die Bestimmung der Restfarbe (Zerstérung des hormonspezifischen 
Anteiles der Firbung) eingeschriinkt. Abgesehen von der Hydrolyse und der Vor- 
reinigung ist die Brauchbarkeit und die Zuverlissigkeit des mitgeteilten Ver- 
fahrens durch zahlreiche Wiederfindensversuche sichergestellt. Es werden in der 
Ostronphase etwa 90%, (Konzentrationsbereich von 10—5000 ug/600 cem Harn), 
in der Ostriolphase durchschnittlich 95° (Konzentrationsbereich von 20—10000 
ug/600 com Harn), des .dem Harnhydrolysat zugesetzten kristallinen Hormons 
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Beispiel eines Absorptionsspektrums der Farblésung eines Gravidenharn-Extraktes 
in der Kober-Reaktion. 
Trennungs- und Reinigungsverfahren ohne Vorreinigung des Harnes 
mit Aktivkohle. 


wiedergefunden. Die kristallinen Substanzen wurden dabei in athylalkoholischer 
Lésung vermischt und dieses Gemisch einem Mannerharn, dessen EKigenhormon- 
gehalt zuvor ermittelt worden war, zugesetzt. Der Eigengehalt des Harns wurde 
jeweils in Abzug gebracht. 


Zusammenfassung 


Es ist aus mehreren Griinden ratsam, auf die Anwendung der Aktivkohle 
zur Vorreinigung des Harns zu verzichten. Die mitgeteilten Methoden zur Dar- 
stellung reiner Extrakte der Ostrogene, wie Wasserdampf-Destillation, Trennung 
iiber die Natriumsalze, Chromatographie und Restfarbebestimmung reichen aus, 
eine ungestérte Farbreaktion zu erméglichen. Extrakte, die unter Weglassung der 
Vorreinigung des Harns mit Aktivkohle gewonnen wurden, zeigen ebenfalls das 
charakteristische Absorptionsspektrum der kristallinen Hormone in der Kober- 
Reaktion. 

Summary 


Several reasons make it advisable to omit usage of activated charcoal for a 
preliminary purification of urine. The reported methods of purification, namely 
steam distillation, separation of the sodium salts, chromatography, and residual 
colour determination, suffice to yield extracts pure enough for colour reactions 
free of interference. Extracts obtained without the use of activated charcoal also 
show the characteristic absorption spectrum of crystalline hormones in the Kober 


reaction. 





